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Einleitung 1
1. Einleitung 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Interaktion zwischen dem Glyzinrezeptor (GlyR), 
einem ligandengesteuerten Ionenkanal, und Ubiquitin, einem Protein, das in einer Vielzahl 
von zytologischen Prozessen involviert ist und dessen Rolle in den letzten Jahren enorm an 
Wichtigkeit gewonnen hat. In diesem Zusammenhang wurde die E3-Ligase Parkin sowie das 
Protein Synphilin untersucht. Parkin ist ein Enzym, welches die Anheftung von Ubiquitin an 
seine Zielproteine katalysiert. Im Rahmen der Erforschung des Morbus Parkinson erlangte es 
zusammen mit Synphilin eine wichtige Bedeutung. Diese Proteine sowie der GABAA-
Rezeptor, welcher zur gleichen Rezeptor-Superfamilie gehört wie der GlyR und daher 
ebenfalls von Interesse war, werden im Folgenden detaillierter vorgestellt. 
 
1.1 Parkin  
 
Der Morbus Parkinson gehört zu den am meisten verbreiteten neurodegenerativen 
Erkrankungen. Dadurch, dass Menschen in zunehmendem Maße ein höheres Lebensalter 
erreichen, spielt diese Erkrankung eine immer wichtigere Rolle in unserer Gesellschaft.  
Im Verlauf der Krankheit kommt es zum Absterben dopaminerger Neurone in der pars 
compacta der Substantia nigra des Mittelhirns (Lang and Lozano, 1998). Der Ausfall dieses 
Kerngebietes, welches für die Regulation der Motorik von großer Bedeutung ist, führt 
letztendlich zur Ausprägung der drei Kardinalsymptome des Morbus Parkinson, der 
Parkinsontrias: Tremor, Rigor, Bradykinese (Lang and Lozano, 1998). Auf der zellulären 
Ebene findet man die typischen Lewy Bodys, proteinreiche Einschlusskörper (Pollanen, 
Dickson, and Bergeron, 1993). 
Der autosomale rezessive jugendliche Parkinsonismus (ARJP) ist durch einen frühen 
Ausbruch der Krankheit (mit ca. 20 Jahren) und ein Fehlen von Lewy Einschlusskörpern 
charakterisiert (Lucking et al., 2000; Kitada et al., 1998). Die klinischen Symptome sind 
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allerdings dieselben wie beim idiopathischen Morbus Parkinson. Als Ursache für den ARJP 
hat man die Mutation beider Allele eines bestimmten Gens, welches als Parkin bekannt ist, 
entdeckt. Durch die Mutation hat Parkin seine normale Funktion als E3-Ubiquitin-Ligase 
verloren. Proteine, die normalerweise von Parkin ubiquitiniert und dann durch das Proteasom 
abgebaut werden, häufen sich nun in der Zelle an. Diese Akkumulation von Protein könnte 
toxisch wirken und zum verfrühten Zelltod führen.  
Die Abwesenheit von den sonst typischen Lewy Bodys beim ARJP könnte auf eine 
Beteiligung von Parkin an der Entstehung dieser intrazellulären Partikel hinweisen (Chung, 
Dawson, and Dawson, 2001).  
In dopaminergen neuronalen Zelllinien wurde gezeigt, dass Parkin in der Wildtyp-Form 
im Gegensatz zu einer Parkinmutante, die nicht über die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität 
verfügt, eine neuroprotektive Wirkung aufweist (Petrucelli et al., 2002).  
Parkin ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, die in verschiedenen Organismen vorkommt (Zhang 
et al., 2000). Es hat eine molekulare Masse von 52 kDa bei einer Aminosäurenlänge von 465. 
Die N-terminalen 76 Aminosäuren bezeichnet man auf Grund einer 62%igen Ähnlichkeit 
(31%igen Identität) mit Ubiquitin als „Ubiquitin-Like Domain“ (ULD) (Shimura et al., 2000). 
Es folgt ein Proteinbereich, der keiner bekannten Proteinsequenz ähnelt und dessen Funktion 
noch ungeklärt ist und deshalb als „Unique Parkin Domain“ (UPD) bezeichnet wird (Kahle, 
Leimer, and Haass, 2000). Die Aminosäurereste 237 bis 449 bilden ein C-terminales Ring1-
IBR-Ring2-Motiv (IBR, In Between Ring), welches für die Interaktion mit Ubiquitin-E2-
Carrierproteinen und Zielproteinen verantwortlich ist (Morett and Bork, 1999). Die restlichen 
Aminosäuren des C-Terminus stellen ein PDZ-Bindungsmotiv dar, welches mit CASK 
(CAlcium/CAlmodulin-dependent Serine protein Kinase) interagiert. CASK ist homolog zu 
Caenorhabditis elegans Lin 2 (Fallon et al., 2002).  
Neben CASK sind eine Reihe von Proteinen bekannt, die mit Parkin interagieren. Dazu 
gehören die Enzyme UbcH7 und UbcH8 (Ubiquitin-conjugating human enzyme) (Imai, Soda, 
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and Takahashi, 2000), die Septin GTPase CDCrel 1 (Zhang et al., 2000), CHIP und HSP 70 
(Imai et al., 2002) sowie Synphilin, ein Protein, welches gehäuft in Lewy Einschlusskörpern 
des idiopathischen Morbus Parkinson vorkommt und welches von Parkin aufgrund seiner E3-
Ubiquitin-Ligase-Aktivität ubiquitiniert wird (Chung et al., 2001). 
Der für Interaktion mit anderen Proteinen wichtige C-Terminus benötigt bestimmte 
Cysteinreste, um regelrecht zu funktionieren. Eine Mutation der Cysteine 421 oder 431 zu 
Alanin vermindert die Stärke der Interaktion mit UbcH8 (Zhang et al., 2000), erhöht 
allerdings diejenige zwischen Parkin und Synphilin (Chung et al., 2001). 
 
1.2 Synphilin 
 
Synphilin wird vorrangig in Neuronen exprimiert (Ribeiro et al., 2002). Die Lokalisation des 
Proteins verändert sich im Laufe der Entwicklung des Organismus. Im fetalen Organismus 
findet man das Protein vorwiegend im Soma der Zelle, im adulten Organismus vorwiegend in 
den präsynaptischen Nervenendigungen. Während dieser Entwicklung kommt es zu einer 
Abnahme der durch SDS-PAGE bestimmten molekularen Masse von ca. 115-140 kDa auf 80-
90 kDa (Ribeiro et al., 2002) (Mit Hilfe des Computerprogrammes ExPASy lässt sich für 
Synphilin eine molekulare Masse von 101 kDa errechnen). Dieser Vorgang beruht 
wahrscheinlich auf posttranslationalen Modifikationen.  
Subzellulär ist Synphilin vor allem in Gebieten lokalisiert, welche reich an synaptischen 
Vesikeln sind. Weiterhin ist bekannt, dass Synphilin mit α-Synuclein, einem vorwiegend in 
Nervengewebe vorkommenden Protein, interagiert. Sowohl Synphilin als auch α-Synuclein 
kommen in hohen Mengen in Lewy Einschlusskörpern vor (Wakabayashi et al., 2000). 
Synphilin findet sich vor allem im Kern der Lewy Körper wieder, welcher ebenfalls reich an 
Ubiquitin ist, während α-Synuclein sich eher auf den Rand dieser Einschlusskörper verteilt.  
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Die genaue Funktion von Synphilin konnte bisher nicht bestimmt werden. Allerdings 
führt Koexpression von Synphilin, Parkin und α-Synuclein zur Entstehung von Ubiquitin-
positiven Lewy Körper-ähnlichen intrazellulären Einschlüssen (Engelender et al., 1999). Liegt 
jedoch eine Mutation von Parkin vor, die dessen E3-Ubiquitin-Ligase Aktivität zerstört, kann 
die Bildung von Lewy Körper-ähnlichen Einschlüssen nicht beobachtet werden. Das ist ein 
Hinweis darauf, dass Parkin für die Entstehung von Lewy-Körpern von Wichtigkeit ist 
(Ciechanover, 2001). 
In HEK 293-Zellen koimmunopräzipitiert Synphilin mit Parkin. Mutationen im Ring2- 
oder IBR-Bereich von Parkin können die Interaktion zwischen Synphilin und Parkin erheblich 
verstärken. Ferner wurde gezeigt, dass Parkin die Fähigkeit besitzt, Synphilin zu 
ubiquitinieren. Dafür ist allerdings das Parkinpolypeptid in voller Länge erforderlich. Jegliche 
bekannte familiäre Mutation unterbindet diese Ubiquitinierung (Chung et al., 2001).  
Abgebaut wird Synphilin wie viele andere Proteine auch durch das Ubiquitin-Proteasom-
System. Lactazystin-vermittelte Inhibition des Proteasoms führt in dopaminergen Neuronen 
zur intrazellulären Ansammlung von ubiquitinierten Proteinen, unter anderem Synphilin und 
zudem zum verfrühten Absterben dieser Zellen (Lee et al., 2002). Eine abnorme Verteilung 
oder Anhäufung von Synphilin durch gesteigerte Neusynthese oder verminderten Abbau, zum 
Beispiel auf Grund einer gestörten Proteasom-Aktivität, könnte bei der Entstehung des 
Morbus Parkinson beteiligt sein. 
 
1.3 Ubiquitin 
 
Das Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau von Zellbestandteilen ist für die Zelle von 
essentieller Wichtigkeit. Ein Missverhältnis oder eine Störung können zu reversiblen oder 
irreversiblen pathologischen Veränderungen oder sogar zum verfrühten Zelltod führen. Daher 
gibt es verschiedene zelleigene Mechanismen, die ein solches Gleichgewicht aufrechterhalten.  
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Dazu zählt der Vorgang der intrazellulären Proteolyse. In nahezu allen eukaryoten Zellen 
kommt das Proteasom, ein großer multikatalytischer Proteasen-Komplex, vor. Für den Abbau 
vorhergesehene und dafür markierte Peptide und Proteine können vom Proteasom erkannt und 
zu einzelnen Aminosäuren prozessiert werden. Diese stehen dem Stoffwechsel der Zelle dann 
erneut zur Verfügung. Die Markierung erfolgt über Anheftung von kleinen zytosolischen 
Proteinen an die abzubauenden Proteine. Mittlerweile sind verschiedene dieser kleinen 
„Marker“ bekannt, zum Beispiel SUMO (Kim, Baek, and Chung, 2002) oder Nedd8 
(Schwechheimer and Deng, 2001), allerdings wird die größte Bedeutung dem Molekül 
Ubiquitin beigemessen. 
Ubiquitin, ein kleines Protein im Zytoplasma der Zelle, ist aufgrund seiner Bedeutung für 
die Proteindegradation lange bekannt als „Hausmeister“ der Zelle (Marx, 2002). Eine 
enzymatische Reaktionskette von drei Schritten katalysiert die kovalente Verknüpfung von 
Ubiquitin mit sich selbst oder mit anderen Proteinen (Aguilar and Wendland, 2003). Im ersten 
Schritt wird die C-terminale Aminosäure des Ubiquitins, Glyzin, durch ATP aktiviert. Es 
entsteht Acyl-AMP-Ubiquitin. Mit Hilfe des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms E1 ergibt sich 
ein kovalentes Zwischenprodukt aus Ubiquitin und E1. Im Folgenden wird der Ubiquitin-Rest 
von diesem Zwischenprodukt auf ein Ubiquitin-Carrierprotein E2 übertragen. E3-Ubiquitin-
Ligasen, zum Beispiel Parkin, katalysieren schließlich die Übertragung des Ubiquitin-Restes 
auf die ε-Aminogruppe einer Lysylgruppe des Zielproteins. Neben Enzymen, die Ubiquitin an 
Zielproteine anheften, gibt es auch solche, welche die Bindung zwischen Ubiquitin und dem 
jeweiligen Akkzeptor wieder unterbrechen können, sogenannte Hydrolasen. Zielproteine 
können Proteine im Rahmen des normalen Proteinumsatzes der Zelle sein. Aber es zählen 
auch solche dazu, die fehlerhaft synthetisiert wurden, mutiert oder in ihrer dreidimensionalen 
Struktur falsch angeordnet sind. Außerdem spielt dieser Abbau von Proteinen eine wichtige 
Rolle bei der Involution von Geweben und Organen (Uterus nach der Geburt) und beim 
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partiellen Abbau zytosolischer Proteine zur Erzeugung von Peptiden, die im MHC-I System 
der Immunabwehr präsentiert werden sollen.  
Polyubiquitinketten markieren ein Protein für die Degradation durch das Proteasom 
(Pickart, 2000). Aber Proteindegradation durch das Ubiquitin-Proteasom-System ist nur eine 
von zahlreichen Aufgaben dieses kleinen Moleküls (Aguilar and Wendland, 2003). Neuere 
Studien zeigen, dass Ubiquitin abgesehen davon viele weitere Funktionen auf zellulärer 
Ebene ausübt. Ubiquitin bewirkt die Internalisierung einiger Plasmamembranproteine (Hicke, 
1997; Strous and Gent, 2002). Ferner steuert es die Passage von Membranproteinen zu 
intrazellulären so genannten „multivesicular bodies“ (MVB, multivesikuläre Körper) 
(Katzmann, Odorizzi, and Emr, 2002). Darüber hinaus wurde im Zusammenhang mit der 
Kinase MEK1 die Bedeutung von Ubiquitin in der zellulären Signaltransduktion bekannt 
(Sobko, Ma, and Firtel, 2002). Die letztere Studie zeigt eine interessante antagonistische 
Beziehung zwischen Ubiquitin und dem Ubiquitin-ähnlichen Protein SUMO bei der 
Regulation von MEK1.  
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit ist besonders die Beteiligung von 
Ubiquitin an der Regulation der subzellulären Lokalisation von Proteinen von Belang. 
Entscheidend ist unter anderem die Länge der Ubiquitin-Kette. Während Kettenlängen von 
mindestens vier Ubiquitin-Molekülen das Protein zum Proteasom führen (Pickart, 2000), 
vermitteln Mono- und Diubiquitinierung eine Internalisierung, zum Beispiel Endozytose von 
Membranproteinen von der Plasmamembran in ein intrazelluläres Kompartiment (Hicke, 
2001). Bei der Endozytose schnüren sich ausgehend von der Plasmamembran Vesikel ins 
Zellinnere ab. Diese Vesikel fusionieren intrazellulär mit Lysosomen, wobei die 
aufgenommenen Proteine durch hydrolytische Enzyme in einem sauren Milieu degradiert 
werden.  
Der Prozess der Internalisierung von Proteinen der Plasmamembran bestimmt deren 
Verfügbarkeit an der Zelloberfläche. Im Fall des Glyzinrezeptors, der in dieser Arbeit 
Einleitung 7
untersucht wurde, könnte Ubiquitinierung durch Auslösen der Endozytose zu einer 
verminderten Rezeptoraktivität an der neuronalen Synapse führen. Eine Regulation des zur 
Superfamilie der ligandengesteuerten Ionenkanälen gehörenden Glyzinrezeptors durch 
Ubiquitinierung würde Ubiquitin möglicherweise eine entscheidende Rolle bei der 
Entwicklung und Funktionalität von neuronalen Synapsen beimessen.  
 
1.4 Glyzin-Rezeptor 
 
Die Aminosäuren Glyzin und GABA gehören zu den wichtigsten inhibitorischen 
Neurotransmittern des Zentralnervensystems. Während GABAerge Synapsen weit verbreitet 
im ZNS vorkommen, finden sich glyzinerge Synapsen vor allem im Hirnstamm und im 
Rückenmark. Beispielsweise inhibiert Glyzin im Rückenmark als Transmitter der Renshaw-
Zelle die Motoneurone der Vorderwurzeln über einen negativen Rückkopplungs-
mechanismus (Curtis et al., 1976). Zusammen mit den GABAA-, GABAC-, den nikotinischen 
Acetylcholin- und den serotoninergen 5HT3-Rezeptoren bildet der Glyzinrezeptor die 
Superfamilie der nikotinischen liganden-gesteuerten Ionenkanälen. Ein hoher Grad an 
Homologie sowohl auf der DNA- als auch auf der Proteinebene belegt eine gemeinsame 
genetische Herkunft (Le Novere and Changeux, 1995) . 
Wie GABAA-Rezeptoren bilden Glyzinrezeptoren Chloridkanäle. Die Untereinheiten 
beider Rezeptorfamilien weisen eine identische Faltung durch die Membran auf. Beide 
besitzen einen großen N-terminalen Bereich, vier Transmembrandomänen (TM1 bis TM4) 
sowie einen kurzen C-Terminus, der sich wie der N-Terminus im Extrazellulärraum befindet. 
TM1 und TM2, sowie TM2 und TM3 sind jeweils über kurze Aminosäureketten miteinander 
verbunden. TM3 und TM4 dagegen verbindet eine ca. 80 Aminosäuren lange 
intrazytoplasmatische Schleife.  
In adulten Neuronen führt eine Aktivierung des Rezeptors zur Öffnung des Chloridkanals 
und somit zu einem Einstrom von Cl- in die Zelle, was eine Hyperpolarisation dieser Zelle zur 
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Folge hat. Dadurch wird beispielsweise die Weiterleitung eines Aktionspotentials verzögert. 
Dem Rezeptor kommt hierbei also eine inhibitorische Funktion zu. In embryonalen Zellen 
dagegen bewirkt eine solche Rezeptoraktivierung aufgrund eines umgekehrten Cl- Gradienten 
einen Cl--Ausstrom aus der Zelle, wodurch eine Depolarisation ausgelöst wird. Diese 
wiederum führt über eine Öffnung spannungsgesteuerter Ca2+-Kanäle zu einer noch 
weitreichenderen Depolarisation. Diese exzitatorische Wirkung der Glyzinrezeptoren in 
embryonalen Zellen könnte Einfluss auf die neuronale Entwicklung und Reifung 
inhibitorischer Synapsen haben (Betz et al., 1999) . Postnatal kommt es dann frühzeitig zu 
einer Änderung des Cl--Gradienten über die Zellmembran.  
In der Familie der Glyzinrezeptoren sind vier unterschiedliche α-Untereinheiten und eine 
β-Untereinheit bekannt. Die α2-Untereinheit findet sich gehäuft in embryonalen 
Glyzinrezeptoren und wird postnatal durch die Untereinheiten vom Typ α1 und α3 ersetzt 
(Legendre, 2001) . Während die α-Untereinheiten sich fast gänzlich auf den Hirnstamm und 
das Rückenmark beschränken, kommt die β-Untereinheit zusätzlich in anderen Bereichen des 
ZNS vor (Malosio et al., 1991). Diese besitzt im Gegensatz zu den α-Untereinheiten nicht die 
Fähigkeit funktionelle pentamere Homomere zu bilden. Ferner unterscheidet sich die β- von 
der α-Untereinheit dadurch, dass die β-Untereinheit keine sogenannte „cys-loop“ enthält. Die 
cys-loop ist eine N-terminal extrazellulär gelegene Abfolge von 15 Aminosäuren, die in 
vielen Untereinheiten der Superfamilie der nikotinischen liganden-gesteuerten Ionenkanälen 
stark konserviert und an der Bindung des Liganden beteiligt ist (Cockcroft et al., 1990) . 
Bei der Hyperekplexie (startle disease) liegen Mutationen der α-Untereinheit vor (Shiang 
et al., 1993). Diese Erkrankung ist eine erbliche Form der Myoklonien, bei der Patienten auf 
visuelle, akustische und popriozeptive Reize mit überschiessenden Schreckreaktionen und 
Myoklonien von Gesichts-, Hals- und Extremitätenmuskulatur reagieren. 
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Ein adulter Glyzin-Rezeptor setzt sich aus jeweils 3 α− und 2 β-Untereinheiten 
zusammen (Langosch, Thomas, and Betz, 1988) . Die Untereinheiten besitzen verschiedene 
Eigenschaften. So ist die α-Untereinheit für die Bindung des Liganden, bei welchem es sich 
meistens um Glyzin handelt, verantwortlich. Aber auch Taurin und β-Alanin stellen 
endogene, wenn auch weniger affine Agonisten dar (Rajendra et al., 1995). Weiterhin 
bestimmt die α-Untereinheit die Assemblierung der einzelnen Untereinheiten zum 
funktionellen Rezeptor. Die Transmembrandomäne 2 der α-Untereinheit formt den größten 
Teil der Ionenpore (Reddy et al., 1993) .  
Die β-Untereinheit ist für die Verankerung des Rezeptors in der synaptischen Membran 
verantwortlich. Das geschieht über Interaktion von einem 18 Aminosäuren umfassenden 
Bereich der zwischen TM3 und TM4 gelegenen zytoplasmatischen Schleife der β-
Untereinheit und dem intrazellulären tubulinbindenden Protein Gephyrin (Meyer et al., 1995). 
Gephyrin hat eine Größe von 93 kDa. Es verknüpft den Glyzinrezeptor mit dem Zytoskelett 
und ermöglicht durch eine Konzentrierung der Glyzinrezeptoren an der postsynaptischen 
Membran eine hocheffektive synaptische Transmission. Für den Verankerungsvorgang ist 
eine Aktivierung des Rezeptors unerlässlich. So verhindert beispielsweise eine Blockierung 
durch das Krampfgift Strychnin die Anreicherung der Glyzinrezeptoren an der 
postsynaptischen Membran (Kirsch and Betz, 1998) .  
Die zwischen TM3 und TM4 gelegene zytoplasmatische Schleife der α-Untereinheit 
enthält 10 Lysinreste. Es wurde mittels Radioiodierung gezeigt, dass der Glyzinrezeptor an 
der Plasmaoberfläche über diese Lysinreste mono-, di- oder sogar triubiquitiniert wird 
(Büttner et al., 2001). Ferner wurde in derselben Studie nachgewiesen, dass nach 
Ubiquitinierung die 48 kDa große α-Untereinheit intrazellulär zu 35 und 15 kDa großen 
Abbauprodukten gespalten wird. Die Konjugation von Ubiquitin an den Glyzinrezeptor 
könnte, wie bei anderen Proteinen bereits belegt wurde, die Internalisierung des Rezeptors 
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auslösen. In einem solchen Fall würde Ubiquitinierung eine entscheidende Rolle in der 
Regulation der Expression von ligandengesteuerten Ionenkanälen spielen.  
In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem die Ubiquitinierung des Glyzinrezeptors 
in Anwesenheit der E3-Ubiquitin-Ligase Parkin, einem Enzym, dass Ubiquitin an seine 
Zielproteine koppelt, untersucht. Diese drei Proteine können durch Ergebnisse von Studien 
der letzten Jahre in einen wichtigen Zusammenhang gebracht werden: Viele Gruppen haben 
die Bedeutung von Ubiquitin und dem Ubiquitin-Proteasom-System bezüglich der 
Entwicklung der Synapse untersucht. Keller et al. (Keller, Hanni, and Markesbery, 2002) 
zeigten in ihrer Studie, dass eine Inhibition der Proteasomaktivität in Regionen des ZNS (z.B. 
Hippocampus) in Beziehung zu der neurodegenerativen Alzheimer-Erkrankung steht. Mc 
Naught et al. (McNaught et al., 2003) zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Morbus 
Parkinson und der Dysfunktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems. Wie Ubiquitin spielt auch 
der GlyR als inhibitorischer Rezeptor eine entscheidende Rolle im Zentralnervensytem (neben 
dem GABAA-Rezeptor). Während der Entwicklung embryologischer Synapsen verhalten sich 
GlyRs aufgrund von unterschiedlichen Ionenverhältnissen exzitatorisch (Betz et al., 1999). 
Eine direkte Interaktion zwischen dem GlyR und Ubiquitin, wie sie von Büttner et al. gezeigt 
werden konnte, könnte über Endozytose und GlyR-Degradation durch Ubiquitin die 
Rezeptordichte der Plasmamembran während der Ontogenese neuronaler Synapsen und auch 
während Prozessen an adulten Synapsen (z.B. Gedächtnisleistung) regulieren und somit eine 
wichtige Rolle bei der Vermittlung der Erregungsleitung spielen, welche für zerebrale 
Prozesse eine Schlüsselfunktion einnimmt (Mayer, 2003). 
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1.5 GABAA-Rezeptor, GABARAP und Plic-1 
 
Die γ-Aminobuttersäure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im 
Zentralnervensystem und dort in ca. 30% aller Synapsen nachweisbar. GABA übt ihre 
Wirkung über GABAA- und GABAB-Rezeptoren aus. GABAA-Rezeptoren gehören zur 
Gruppe der ligandengesteuerten Ionenkanäle und formen wie der Glyzinrezeptor 
Chloridkanäle (Jentsch et al., 2002). GABAB-Rezeptoren stellen dagegen metabotrope 
Rezeptoren dar, die über G-Proteine eine verminderte Leitfähigkeit von Ca2+-Kanälen 
vermitteln, was ebenfalls eine Inhibition der Erregbarkeit der Zelle zur Folge hat.  
Wie der Glyzinrezeptor besitzen auch GABAA-Rezeptoren eine pentamere Struktur. 
Allerdings haben die Untereinheiten des GABAA-Rezeptors nicht die Fähigkeit, zu 
Homomeren zu assemblieren. Statt dessen bilden sie Heteropentamere aus den sieben 
verschiedenen bekannten Untereinheiten-Gruppen α, β, γ, δ, ε, θ und pi, welche zum Teil 
wieder eine Reihe von Isoformen besitzen (Barnard et al., 1998; Kneussel, 2002). Dadurch 
ergibt sich eine ungeheure Anzahl von möglichen Kombinationen. In vivo findet man zumeist 
Pentamere bestehend aus einer α-,  zwei β- und zwei γ-Untereinheiten, welche sich vor allem 
aus den Isoformen α1, β2 und γ2 zusammensetzten. 
Der GABAA-Rezeptor ist Wirkort mehrerer wichtiger Pharmaka, zum Beispiel der 
Barbiturate und der Benzodiazepine. Die Wirkung dieser Pharmaka wird hauptsächlich über 
ihre Bindung an die γ2-Untereinheit vermittelt (McKernan and Whiting, 1996) . Diese spielt 
ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Lokalisierung des Rezeptors in der 
postsynaptischen Membran, während Pentamere mit einer δ-Untereinheit extrasynaptisch 
vorkommen (Nusser, Sieghart, and Somogyi, 1998). 
Gephyrin, das mit der β-Untereinheit des Glyzinrezeptors interagiert, ist über Interaktion 
mit der GABAA-γ2-Untereinheit ebenfalls für die Verankerung und korrekte Lokalisation der 
GABAA-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran von Wichtigkeit (Essrich et al., 1998). 
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Neben der Verankerung in der Zellmembran ist die Internalisierung über Endozytose als 
weiterer Prozess für die Regulation der Expression der GABAA-Rezeptoren an der 
Zelloberfläche von Bedeutung. Die Internalisierung des GABAA-Rezeptors von der 
Plasmamembran erfolgt Dynamin-abhängig über Clathrin-vermittelte Endozytose (Tehrani 
and Barnes, Jr., 1993).  
Ein Protein, welches über die direkte Interaktion mit der γ2-Untereinheit des GABAA-
Rezeptors identifiziert wurde, ist GABARAP (GABAA-Rezeptor Assoziiertes Protein) (Wang 
et al., 1999). GABARAP besteht aus 117 Aminosäuren und ist mit 17 kDa ein 
verhältnismäßig kleines Protein. Es wird ubiquitär exprimiert und kommt auf molekularer 
Ebene vor allem in der Nähe intrazellulärer Membranstukturen wie dem Golgi-Apparat und 
den postsynaptischen Zysternen vor, tritt jedoch eher in geringem Ausmaß zusammen mit 
synaptischen GABAA-Rezeptoren auf (Kittler et al., 2001) . Daher wird ihm im Gegensatz zu 
Gephyrin keine Beteiligung an der Organisation des postsynaptischen Gerüstes, sondern am 
intrazellulären Trafficking zwischen Plasmamembran und zytosolischen Kompartimenten 
zugeschrieben. Der N-Terminus von GABARAP enthält ein tubulinbindendes Motiv und 
vermittelt die Interaktion sowohl mit löslichem Tubulin als auch mit polymerisierten 
Mikrotubuli. Die Aminosäuren 36 bis 68 ermöglichen die Interaktion mit der γ2-Untereinheit, 
während für die Aminosäuren 37 bis 117 unter anderem durch GST-Pulldown Experimente 
die Fähigkeit, Gephyrin zu binden, nachgewiesen wurde (Kneussel et al., 2000) .  
Ein weiteres Protein, welches über Interaktion mit dem GABAA-Rezeptor, und zwar der 
intrazellulären Schleife zwischen TM3 und TM4 der α1-Untereinheit, isoliert wurde, ist Plic-1 
(Bedford et al., 2001) . Es kann neben α1 auch die Untereinheiten α2, 3, 6 und β1-3 binden. Da 
jeder Rezeptortyp des ZNS eine α- und β-Untereinheit beinhaltet, ist theoretisch eine 
Einwirkung auf jedes GABAA-Heteropentamer durch Plic-1 gegeben. Subzellulär befindet 
Plic-1 sich nahe intrazellulärer Kompartimente (Golgi und Clathrin-bedeckte Vesikel) und 
ebenfalls an GABAergen Synapsen lokalisiert.  
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Plic-1 hat eine molekulare Masse von 67 kDa. Es ist ein ubiquitinähnliches Protein. Der 
N-Terminus weisst eine 33%ige Identität mit Ubiquitin auf und der C-Terminus enthält eine 
Ubiquitin-assoziierte (UBA) Domäne. Letzere vermittelt die Interaktion mit dem GABAA-
Rezeptor. Eine Blockade dieser Interaktion führt zu einer verminderten, ein erhöhter zellulärer 
Gehalt an Plic-1 zu einer verstärkten Oberflächenexpression von GABAA-Rezeptoren, jedoch 
ohne das Ausmaß der Internalisierung zu beeinflussen. Somit trägt Plic-1 wahrscheinlich zum 
Einbau der Rezeptoren in die Plasmamembran bei. Möglicherweise verhindert Plic-1 die 
Poly-Ubiquitinierung von GABAA-Rezeptoren (Bedford et al., 2001). 
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2. Material und Methoden 
 
Die Herkunft der Chemikalien wird explizit bei den Protokollen genannt. Alignments der 
DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogramms ClustalW (Eddy, 1995) 
durchgeführt. 
 
2.1 Modifikation der cDNA-Konstrukte  
 
2.1.1 Verfahren zur Gewinnung und Behandlung von Plasmiden 
 
DNA-Konstrukte wurden unter Verwendung standardisierter molekularbiologischer 
Techniken (Sambrook, Fritsch, Maniatis 1989) erzeugt. Die dafür verwendeten Enzyme 
stammten von der Firma New England Biolabs (Frankfurt). Bei Bedarf wurden Proben 
zwischen zwei enzymatischen Reaktionen mit Hilfe von MicroSpin S-200 HR Säulen 
(Amersham Biosciences, Freiburg,) entsalzt. 
Zur Vervielfältigung von Plasmiden wurden diese in kompetente Top10-Zellen 
(Invitrogen, Groningen, Niederlande), die nach der CaCl2-Methode gewonnen wurden, 
transformiert. Diese Plasmide wurde aus den bakteriellen Kulturen mit dem Plasmid-Mini-
Präp-Kit (Sigma, Taufkirchen) aufgereinigt. Zur Kontrolle wurden die Konstrukte sequenziert 
(ABI PRISMTM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, PE Biosystems, 
Weiterstadt). 
 
2.1.2 Modifikation durch gerichtete Mutagenese 
 
Mit Hilfe der gerichteten Mutagenese konnten durch Punktmutation Enzymschnittstellen 
erzeugt oder entfernt werden, Aminosäuren konnten verändert, eingefügt oder deletiert 
werden. Diese Mutationen beruhten auf dem Prinzip des QuikChangeTM Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg). 
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Das Prinzip der QuikChange Mutagenese war folgendes: In einer PCR diente 
doppelsträngige DNA mit dem zu mutierenden Insert als Matrize. Zwei PCR-Primer, die 
zueinander komplementär waren und die gewünschte Mutation enthielten, wurden während 
der PCR durch die Pfu Turbo DNA Polymerase in Anwesenheit von dNTP´s in die 
neusynthetisierten DNA-Stränge eingebaut. Auf diese Weise entstanden durch mehrfache 
Wiederholung zahlreiche genickte DNA-Kopien, welche die gewünschte Mutation enthielten. 
Durch eine DpnI-Restriktion wurde die methylierte Eltern-DNA-Matrize zerschnitten. Die 
genickten DNA-Plasmide wurden in Bakterien des E.coli-Stammes XL1-Blue, welche nach 
der CaCl2-Methode gewonnen wurden, transformiert. 
 
2.1.3 Modifikation durch Einfügen von Oligonukleotiden 
 
Eine alternative Methode war das Einfügen von Oligonukleotiden oder längeren DNA-
Abschnitten in definierte Schnittstellen der Konstrukte. Das zu verändernde Konstrukt wurde 
durch zwei Restriktionsenzyme geöffnet, wobei in der Regel ein in der Agarose-
Gelelektrophorese sichtbares DNA-Fragment herausfiel. Die einzuligierenden 
Oligonukleotide wurden einer Annealingreaktion unterworfen. Dazu wurden die beiden, in 
einem großen Bereich zueinander komplementären Oligonukleotide in Anwesenheit von 10 
mM NaCl in einem PCR-Gerät auf über 90°C erhitzt. Anschließend erfolgte eine Abkühlung 
des Reaktionsansatzes um je 1°C pro Minute bis auf 25°C. Bei der für jedes Paar 
individuellen “Annealing”-Temperatur lagerten sich die Oligonukleotide zusammen, wodurch 
die zu den jeweiligen Schnittstellen passenden Enden entstanden. Das durch präparative 
Agarose-Gelelektrophorese gereinigte Konstrukt und die annealten Oligonukleotide wurden 
in Anwesenheit von T4-DNA-Ligase, T4-DNA-Ligase–Puffer und ATP miteinander 
verknüpft. Die Ligation erfolgte über Nacht bei 16°C. Anschließend wurden 1-3 µl der 
Ligation in 50 µl kompetente Top10-Zellen transformiert. Die LB-Platten, die Ampicillin 
(100 µg/ml) enthielten, wurden über Nacht bei 37°C aufbewahrt. Am folgenden Tag wurden 
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mit einzelnen Bakterienkolonien Kulturen angelegt (5 ml LB-Ampicillin pro Kolonie) und 
diese über Nacht bei 37°C geschüttelt (200 rpm). Die Plasmide wurden am darauffolgenden 
Tag mit Hilfe des Plasmid-Mini-Präp-Kit (Sigma, Taufkirchen) aus den Bakterien isoliert. 
 
2.1.4 Umklonierung von cDNAs mit Hilfe der PCR-Amplifikation 
 
Bei diesem Verfahren diente die interessierende DNA als Matrize für eine PCR-
Amplifikation mit zwei Primern, die jeweils im 5’-Bereich der beiden komplementären DNA-
Stränge annealten und den gewünschten cDNA-Bereich der Ausgangs-DNA flankierten. Die 
amplifizierte Doppelstrang-DNA wurde über zwei passende Restriktionsstellen in den 
gewünschten Vektor hineinligiert. 
Die Primer für die PCR-Amplifikation annealten im 5´-Bereich mit der jeweiligen 
Matrize der interessierenden DNA und verfügten desweiteren über eine Restriktionsstelle, die 
ebenfalls im Zielvektor vorhanden war. Diese Restriktionsstellen durften allerdings nicht 
innerhalb des Inserts vorkommen, und es war darüberhinaus von Vorteil, wenn sie im 
Zielvektor nur jeweils einmal vorhanden waren. In einem PCR-Zyklus (Erhitzen auf 95°C, 45 
sec; Abkühlen auf 60°C, 45 sec; Erhitzen auf 72°C für 1,5 min/kb Insert; insgesamt 25 
Wiederholungen) wurde das Insert amplifiziert Dieses besaß im 5´- und im 3´-Bereich nun 
zusätzlich die Restriktionsstellen der Oligonukleotide.  
Das PCR-Produkt wurde auf einem 1%igen Agarosegel, dem 0,5 µg/ml Ethidiumbromid 
zugesetzt worden war, aufgetrennt. Die entsprechende DNA-Bande wurde mit Hilfe des 
Jetsorb-Gel-Extraction-Kits (Genomed, Bad Oeynhausen) aufgereinigt. Hierbei wurde aus 
dem Agarosegel mit Hilfe eines Skalpells die entsprechende DNA-Bande herausgeschnitten 
und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefäss überführt. Die Agarose wurde mit Jetsorb beads und einem 
speziellen Puffer, der konzentriertes NaClO4 enthielt, für 15 min bei 50°C inkubiert. 
Währenddessen wurde die Probe in Abständen von jeweils 3 min gevortext. Die komplett 
gelöste Probe wurde dreimal gewaschen und dazwischen immer wieder abzentrifugiert. 
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Anschließend wurde das bei 50°C getrocknete Pellet in 20µl TE aufgenommen. Nach 
fünfminütiger Inkubation bei 50°C wurde die Probe zentrifugiert und der Überstand in ein 
neues 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Eine Gelkontrolle zeigte das isolierte Insert. 
Dieses Insert wurde nacheinander mit den jeweiligen Restriktionsenzymen geschnitten. 
Der Vektor wurde ebenfalls mit diesen Enzymen geschnitten und über das Jetsorb Kit von 
DNA-Fragmenten, welche durch die Restriktion entstandenen waren, isoliert. Vektor und 
PCR-Amplifikationsprodukt wurden über Nacht miteinander ligiert. Am nächsten Tag wurden 
1-3 µl des Ligationsproduktes in 50 µl kompetente Top10-Zellen transformiert.  
 
2.1.5 PCR-Klonierung aus einer humanen Hoden-cDNA-Bibliothek 
 
Mit Hilfe des FailSafeTM PCR Systems (FailSafe PCR PreMix Selection Kit, 
Biozym, Hess. Oldendorf) konnte man durch Kombination verschiedener Puffer und 
thermostabiler Enzyme die PCR-Verhältnisse so einstellen, dass die Amplifikation einer 
interessierenden cDNA - zum Beispiel aus einer cDNA-Bank - unter optimalen Bedingungen 
stattfand. Um eine Kontamination der Proben mit fremder DNA möglichst ausschließen zu 
können, wurde die Arbeit an einem für PCR-Amplifikationen aus cDNA-Bibliotheken 
reservierten und vom übrigen Labor abgetrennten Arbeitsplatz mit Pipettenspitzen mit Filtern 
durchgeführt. Die PCR-Ansätze setzten sich aus dem DNA-Template (zum Beispiel cDNA-
Bank), zwei Oligonukleotiden, dem Enzym-Mix, dem ein von 3´nach 5´ korrekturlesendes 
(“proofreading”-) Enzym zugefügt war, und den verschiedenen Puffern des Kits zusammen. 
Die Primer annealten mit dem interessierenden Insert jeweils im 5´- und 3´-Bereich und 
verfügten über Restriktionsstellen, über die das Insert in den Zielvektor ligiert werden konnte. 
Der PCR-Zyklus (Denaturierung bei 92-98°C, Annealing bei 68-72°C,) wurde 20 bis 40mal 
wiederholt. Über eine Gelkontrolle wurde der Ansatz ermittelt, welcher die größte Menge an 
Insert und vergleichsweise wenig Hintergrund enthielt. Dessen PCR-Produkt wurde 
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anschließend mit zwei Restriktionsenzymen geschnitten und in den vorher präparierten 
Vektor hineinligiert. Mit dem Ligationsansatz wurden kompetente Top10-Zellen transfiziert. 
 
Die klonierten DNA-Konstrukte werden in den Tabellen 2.1 – 2.5 nach dem jeweiligen Insert 
sortiert aufgeführt. Die Verfahren zur Herstellung der Konstrukte sind jeweils angegeben. 
 
 
Tabelle 2.1: cDNA-Konstrukte von humanem Parkin 
 
Bezeichnung 
(Konstrukt-
nummer) 
Ausgangsklon 
(Konstrukt-
nummer) 
Veränderung  Primer Verfahren 
Parkin 
(K1136) 
Parkin 
(K1125) 
Einbau einer HindIII-
Schnittstelle im    
5´-Bereich des Vektors  
1193/1194 QC-Mutagenese 
Parkin-pNKS4 
(K1145) 
Parkin  
(K1136) 
Ligation in pNKS4 über 
HindIII und XbaI 
- Restriktion und 
Ligation 
His-Parkin-
pNKS4  
(K1165) 
Parkin-pNKS4 
(K1145) 
Insertion von sechs 
Histidinen im    
 5´-Bereich 
1240/1241 QC-Mutagenese 
Parkin-His-
pNKS4 
 (K1348) 
Parkin-pNKS4 
(K1145) 
Insertion von sechs 
Histidinen im 
 3´-Bereich 
1567/1568 QC-Mutagenese 
C421A-Parkin 
(K1433) 
Parkin-pNKS4 
(K1145) 
Austausch von Cystein 
421 gegen Alanin 
1529/1530 QC-Mutagenese 
C431A-Parkin 
(K1434) 
Parkin-pNKS4 
(K1145) 
Austausch von Cystein 
431 gegen Alanin 
1531/1532 QC-Mutagenese 
PGEX-Parkin 
(K1481) 
Parkin-pNKS4 
(K1145) 
Ligation von Parkin in 
pGEX über  BamHI 
und EcoRI 
1626/1627 PCR-
Amplifikation 
von Parkin, 
Restriktion und 
Ligation 
 
 
Tabelle 2.2: cDNA-Konstrukte von humanem Synphilin 
 
Bezeichnung 
(Konstrukt-
nummer) 
Ausgangsklon 
(Konstrukt-
nummer) 
Veränderung  Primer Verfahren 
pEGFP-
Synphilin 
(K1201) 
pEGFP-
Synphilin 
(K1126) 
Einbau einer SpeI-
Schnittstelle im    
  3´-Bereich des 
Vektors 
1280/1281 QC-Mutagenese 
Synphilin-
pNKS4 
(K1202) 
pEGFP-
Synphilin 
(K1201) 
Ligation in pNKS4 über 
NcoI und SpeI 
- Restriktion und 
Ligation 
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His-Synphilin-
pNKS4 
(K1233) 
Synphilin-
pNKS4 
(K1202) 
Insertion von sechs 
Histidinen im  
   5´-Bereich 
1207/1208 Restriktion mit 
AatII u. NcoI, 
Ligation mit 
annealten 
Primern     
1207 + 1208 
Synphilin-His-
pNKS4 
(K1347) 
Synphilin-
pNKS4 
(K1202) 
Insertion von sechs 
Histidinen im   
  3´-Bereich 
1482/1483 QC-Mutagenese 
 
 
Tabelle 2.3: cDNA-Konstrukte von humanem GABARAP 
 
Bezeichnung 
(Konstrukt-
nummer) 
Ausgangsklon 
(Konstrukt-
nummer) 
Veränderung  Primer Verfahren 
GABARAP cDNA-Bank 
Hoden 
Isolierung von 
GABARAP aus der 
cDNA-Bank 
1287/1288 FailSafe-PCR 
GABARAP-
pNKS4 
(K1203) 
GABARAP , 
FailSafe PCR-
Produkt 
Ligation in pNKS4 über 
AatII und XbaI 
- Restriktion und 
Ligation 
His-GABARAP-
pNKS4 
(K1241) 
GABARAP-
pNKS4 
(K1203) 
Insertion von sechs 
Histidinen im     
5´-Bereich 
1372/1373 QC-Mutagenese 
 
 
Tabelle 2.4: cDNA-Konstrukte von GABAA-Rezeptor Untereinheiten α1, β2, γ2 (Ratte)  
und β3 (Mensch) 
 
Bezeichnung 
(Konstrukt-
nummer) 
Ausgangsklon 
(Konstrukt-
nummer) 
Veränderung  Primer Verfahren 
GABAA-α1-
pNKS4 
(K1367) 
GABAA-α1-
pRK5 
(K1246) 
Ligation von α1 in 
pNKS4 über     AatII 
und XbaI 
1471/1472 PCR-
Amplifikation 
von α1 , 
Restriktion und 
Ligation 
GABAA-α1-His-
pNKS4 
(K1418) 
GABAA-α1-
pNKS4 
(K1367) 
Insertion von sechs 
Histidinen im   
  3´-Bereich 
1533/1534 QC-Mutagenese 
GABAA-β2-
pNKS4 
(K1368) 
GABAA-β2-
pRK5 
(K1247) 
Ligation von β2 in 
pNKS4 über     AatII 
und XbaI 
1473/1474 PCR-
Amplifikation 
von β2 , 
Restriktion und 
Ligation 
GABAA-β2-His-
pNKS4 
(K1419) 
GABAA-β2-
pNKS4 
(K1368) 
Insertion von sechs 
Histidinen im  
   3´-Bereich 
1535/1536 QC-Mutagenese 
GABAA-γ2- GABAA-γ2- Ligation von γ2 in 1475/1476 PCR-
Amplifikation 
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pNKS4 
(K1369) 
pRK5 
(K1248) 
pNKS4 über     AatII 
und XbaI 
Amplifikation 
von γ2 , 
Restriktion und 
Ligation 
GABAA-γ2-His-
pNKS4 
(K1420) 
GABAA-γ2-
pNKS4 
(K1369) 
Insertion von sechs 
Histidinen im   
  3´-Bereich 
1537/1538 QC-Mutagenese 
GABAA-β3-
pNKS4 
(K1435) 
GABAA-β3-
pCMV-SPORT6 
(K1234) 
Ligation von β3 in 
pNKS4 über     AatII 
und XbaI 
1527/1528 PCR-
Amplifikation 
von β2 , 
Restriktion und 
Ligation 
 
 
Tabelle 2.5: cDNA-Konstrukte von humanem Plic-1 
 
Bezeichnung 
(Konstrukt-
nummer) 
Ausgangsklon 
(Konstrukt-
nummer) 
Veränderung  Primer Verfahren 
Plic-1-pNKS4 
(K1444) 
Plic-1-pAMP 
(K1191) 
Ligation von Plic-1
 
in 
pNKS4 über     AatII 
und XbaI 
1577/1578 PCR-
Amplifikation 
von Plic-1 , 
Restriktion und 
Ligation 
Plic-1-His-
pNKS4 
(K1469) 
Plic-1-pNKS4 
(K1444) 
Insertion von sechs 
Histidinen im     
3´-Bereich 
1607/1608 QC-Mutagenese 
 
 
2.2 Expression und Aufreinigung von GST-
Fusionsproteinen 
 
200 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) wurden mit 5 ml einer E. coli-BL21-
Übernachtkultur angeimpft und für 2 h bei 37°C im Inkubationsschüttler über Schütteln (200 
rpm) inkubiert. Nach Induktion mit IPTG (Endkonzentration: 0,2 mM) wurden die Zellen bis 
zu einer OD600 von 0,6-0,7 weiterkultiviert und anschließend abzentrifugiert (6.000 rpm, 10 
min, 4°C). Das erhaltene Pellet wurde in 10 ml kaltem PBS-Puffer (140 mM NaCl, 3 mM 
KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7.4) mit Lysozym (1 µg/µl), Triton (0,5%), DTT 
(5 mM) und Pefabloc (100 µM) resuspendiert. Anschließend erfolgte eine Ultraschall-
Behandlung (Sonifier 450, Branson Ultrasonics, Dietzenbach) für sechs mal 30 Sekunden 
(mittlere Stufe). Die verbleibenden Zelltrümmer wurden abzentrifugiert (12000 rpm, 10 min, 
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4°C) und der Überstand wurde auf 200 µl Glutathion-Sepharose (Amersham Biosciences, 
Freiburg) gegeben. Das exprimierte Fusionsprotein wurde während einer einstündigen 
Inkubation (4°C) in einem Kopf-über-Kopf-Schüttler (REAX 2, Heidolph, Kelheim) an die 
Sepharose gebunden. Nach der Inkubation wurde die Sepharose abzentrifugiert, mehrere Male 
mit PBS-Puffer gewaschen, und schließlich wurde das Fusionsprotein mit 10 mM reduziertem 
Glutathion (in 50 mM Tris/HCl pH 8.0) eluiert (3mal, 30-60 min, 4°C). Das Fusionsprotein 
wurde auf einem 12,5%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine wurden durch 
Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. Das SDS-Gel wurde 30 min in der Färbelösung (0,04% 
Brilliant Blue R (Coomassie), 40% (V/V) Methanol, 10% Essigsäure, mit Wasser auffüllen) 
inkubiert (Schüttler). Danach erfolgten Waschungen im Entfärber (40% Methanol), bis der 
Hintergrund durchsichtig wurde. 
Eine halb-quantitative Abschätzung der Menge an Fusionsprotein erfolgte durch 
Vergleich der Färbung der Proteinbanden mit der Färbung bekannter Mengen eines BSA-
Standards. Die gewonnenen Proteine wurden für Injektion in Xenopus-Oozyten verwendet. 
Auf diese Weise wurde GST (Glutathion-S-Transferase) zur Kontrollinjektion in 
Xenopus-Oozyten gewonnen (Abb. 136). Nach einer dreifachen Elution (erste Elution 60 min, 
zweite und dritte Elution jeweils 30 min, 4°C) wurde das gewonnene Protein mit SDS-
Probenpuffer (56°C) versetzt (5mal SDS-Probenpuffer: 310 mM Tris/HCl pH 6.8, 10% SDS, 
50% Glycerol, 0,5% Bromphenolblau). Von jeder Elution wurden 1 µl unverdünnt und als 
1:10 Verdünnung auf ein 12,5%iges SDS-Gel aufgetragen (Abb. 2.1). Zur halb-quantitativen 
Abschätzung der Menge an gewonnenem Protein wurde ein BSA-Standard aufgetragen (2,5 
µg in Spur 2, 5 µg in Spur 3, 10 µg in Spur 4 und 15 µg in Spur 5). GST erscheint als 28,5 
kDa große Bande (Abb. 2.1, Spuren 7-11). In 1 µl der Elution sind nach halb-quantitativer 
Abschätzung ca. 6 µg Protein. Spur 6 zeigt GST-Ubiquitin. 
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Abb. 2.1: SDS-PAGE zur Darstellung der GST-Gewinnung. 
 
Es wurde ebenfalls versucht, GST-Parkin auf diese Weise zu gewinnen, was leider nicht 
gelungen ist. Abb. 2.2 zeigt, dass GST-Parkin mit einer molekularen Größe von 81,5 kDa in 
Zellen des E.Coli Stammes BL21 exprimiert wird (linke Hälfte der Abbildung), aber mittels 
Glutathion-Sepharose und Elution mit Glutathion nicht isoliert werden kann (rechte Hälfte der 
Abbildung). Möglicherweise verhinderte die Entstehung von GST-Parkin-enthaltenden 
Protein-Einschlusskörpern innerhalb der BL21-Zellen die Isolierung des Fusionsproteins.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.2: GST-Parkin-Gewinnung.  
 
 
Ferner wurde in der vorliegenden Arbeit rekombinantes GST-Ubiquitin verwendet (Alexis 
Biochemicals, Grünberg; 16 mg/ml in 50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,6).  
← GST-Parkin
45 kDa
30kDa
14,3 kDa
2 3 4 5 6 7 8 9 101 11 12
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2.3 cRNA-Synthese 
 
Zur cRNA-Synthese wurden die jeweiligen Plasmide hinter dem Poly(A)-Schwanz des 
Vektors linearisiert. Dies erfolgte meistens durch das Enzym XhoI, allerdings mußte bei 
einzelnen Konstrukten alternativ EcoRI oder NotI (New England Biolabs, Frankfurt) 
verwendet werden. Nach der Aufreinigung mit Hilfe des Qiaquick-Nucleotide-Removal-
Systems (Qiagen, Hilden) wurde die DNA mit Ethanol und Natriumacetat gefällt, mit 
70%igem Ethanol gewaschen und das Pellet anschließend in 0,5x TE aufgenommen. Davon 
wurden je 3 µg zur cRNA-Synthese eingesetzt. Die mit Hilfe der SP6-Polymerase in 
Gegenwart von Cap-Nucleotid transkribierte cRNA wurde anschließend durch Sepharose-
Chromatografie (ProbeQuant G-50 MicroColumns, Pharmacia Biotech, Freiburg) und Phenol-
Chloroform-Extraktion von Nukleotiden und Proteinen gereinigt, gefällt und in 5 mM 
Tris/HCl pH 7.5 aufgenommen. Die Quantifizierung der cRNA erfolgte durch photometrische 
Bestimmung der Absorption 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf). 
 
2.4 Versuchstiere 
 
2.4.1 Herkunft und Haltung der Versuchstiere 
 
Als Expressionssystem wurden Xenopus-Oozyten genutzt. Xenopus laevis sind 
Krallenfrösche. Sie wurden aus Südafrika (African Xenopus facility, Südafrika) importiert. 
Bis zu zehn Tiere wurden in Becken mit 200 l Leitungswasser gehalten. Die 
Wassertemperatur betrug 16°C. Gefüttert wurden die Krallenfrösche zweimal wöchentlich mit 
gewürfeltem Rinderherz.  
 
2.4.2 Präparation des Ovars 
 
Die Xenopus laevis-Weibchen wurden durch Inkubation in einer 0,2%igen Lösung von 3-
Aminobenzoesäureethylester (Tricain, MS 222, Sigma Chemicals, St.Louis, USA), deren pH-
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Wert mit Hepes auf 7.4 eingestellt wurde, anästhesiert. Um Zugang zum Ovar zu bekommen, 
wurden mit einem ca. 1 cm langen Schnitt auf der Bauchseite Haut und Muskelschicht 
durchtrennt. Das Ovar wurde dann mit einer Pinzette vorsichtig, jedoch nicht komplett, 
herausgezogen und mit einer Schere abgetrennt. Bis zur Weiterbehandlung wurde der 
präparierte Teil des Ovars bei 19°C in ORi gelagert. Nacheinander wurden erst 
Muskelschicht, dann Haut wieder zugenäht. Der Frosch wurde über Nacht in seesalzhaltigem 
Wasser (1 g/l) gehalten, um gute Voraussetzungen für Heilung der Wunde zu schaffen. 
 
2.4.3 Behandlung der Xenopus-Oozyten 
 
Zur Entfernung des Bindegewebes und der Follikelzellen, die die Oozyten umgaben (Dumont, 
1972), wurde das Ovar mit Pinzetten in kleine Stücke zerzupft und über Nacht (14-15 h) bei 
19°C in steril gefilterter Kollagenase (Serva, Heidelberg, Deutschland; 15 mg in 10 ml ORi,) 
eingelegt. Am nächsten Morgen wurden die Oozyten mit ORi vorgewaschen, zur Ablösung 
der Follikelzellen 10 min lang in Ca2+-freiem ORi inkubiert und dann wieder in ORi 
aufgenommen. Um eine homogene Gruppe zu erhalten, wurden Oozyten der 
Entwicklungsstadien V und VI (Colman, 1984) kurz darauf mit einer Glaspipette ausgelesen 
und bis zur Injektion bei 19°C in ORi aufbewahrt. Für die Kollagenasebehandlung und für 
längere Inkubationen der Oozyten wurde Gentamicin-haltiges ORi (50 mg/l, Gentamicin 
Sulfat, Alexsis Biochemicals, Grünberg) verwendet. 
 
Tabelle 2.6: Medien zur Inkubation der Oozyten: 
 
Oozyten-Ringer-Lösung (ORi):  Ca2+-freies ORi: 
90 mM NaCl  90 mM NaCl 
1 mM KCl         1 mM KCl 
1 mM CaCl2 x 2 H2O       1 mM MgCl2 x 6 H2O 
1 mM MgCl2 x 6 H2O         10 mM Hepes 
10 mM Hepes          in destilliertem Wasser 
in destilliertem Wasser         pH 7.4 mit NaOH eingestellt, autoklaviert 
pH 7.4 mit NaOH eingestellt, autoklaviert    
Material und Methoden 25
2.4.4 Injektion von cRNA in Xenopus-Oozyten 
 
Die Injektion der Oozyten erfolgte an einem Injektionsplatz, bestehend aus einer Stereolupe 
(M32, Wild, Heerbrugg), einer Mikroinjektionspumpe (Nanoject, Drummond, Broomall, 
USA) und einem Mikromanipulator (Bachofer, Reutlingen, Deutschland). Die Glaskapillaren 
wurden mit Hilfe eines Mikropipettenpullers (Modell PP-830, Narishige, Japan) hergestellt. 
Die cRNA wurde, wenn nicht anders angegeben, in einer Konzentration von 0,5 µg/µl (50 
nl/Oozyte) injiziert. Injizierte Zellen und nicht-injizierte Kontrollgruppen wurden bei 19°C in 
ORi gelagert. 
 
2.5 Proteinchemische Methoden 
 
2.5.1 Metabolische Markierung durch L-[35S]-Methionin 
 
Nach der Injektion wurden die Oozyten 1-2 Stunden lang bei 19°C in ORi aufbewahrt. 
Danach wurden sie mit Hilfe einer Glaspipette mit möglichst wenig ORi in spezielle Gefäße, 
deren Innenwand zuvor mit Oozyten-Homogenat beschichtet worden war, um ein Anhaften 
der Zellen zu verhindern (Reagiergefäße, Sarstedt), überführt. Darin erfolgte die metabolische 
Markierung der neu synthetisierten Proteine durch Zugabe von L-[35S]-Methionin (Amersham 
Biosciences, Braunschweig) auf die Oozyten (ca. 0,1 MBq pro Oozyte). Diese als Puls 
bezeichnete metabolische Markierung des Gesamtproteins dauerte je nach Fragestellung 4 
oder 15 Stunden (über Nacht). Die Aufarbeitung erfolgte entweder direkt nach dem Puls oder 
nach einer zusätzlichen Chase-Phase; für den Chase wurden die Oozyten, wenn nicht anders 
angegeben, 24 Stunden in ORi-Gentamicin nachinkubiert. Proteine, die im Chase-Intervall 
synthetisiert wurden, bauten kein L-[35S]-Methionin mehr ein. Die Inkubation erfolgte in 
Cell+ Gewebekulturschalen (Sarstedt, Nümbrecht), deren Beschichtung ein Anhaften der 
Oozyten am Gefäßboden verhinderte.  
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2.5.2 Aufreinigung der Proteine mittels Ni2+-Chelatchromatografie 
 
Eine Gruppe umfaßte in der Regel 8-12 Oozyten, die jeweils mit der gleichen cRNA injiziert 
und zusammen radiomarkiert worden waren. Nach der radioaktiven Markierung wurden die 
Oozyten in Ca2+-freiem ORi gewaschen, um bei der nachfolgenden Lyse die Aktivierung 
Ca2+-abhängiger Proteasen zu verhindern. Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden 
auf Eis durchgeführt. Zur Solubilisierung der Proteine wurden die Oozyten jeweils einer 
Gruppe in einem 1,5-ml-Reaktionsgefäss (Safe Lock, Eppendorf, Köln) durch zwölfmaliges 
Auf- und Abpipettieren mit einer 200 µl-Pipette homogenisiert. Als Puffer (20 µl pro Oozyte) 
diente ein auf Eis gekühlter Phosphatpuffer pH 8.0 (Sambrook et al.,1989), in dem als 
Detergenz lyophilisiertes, wasserlösliches Digitonin (Fluka, Österreich) in 1%iger 
Konzentration, Iodacetamid (50 mM, Merck, Darmstadt), und die Proteaseninhibitoren 
Pefabloc®-SC (0,1 mM, Biomol, Hamburg), Pepstatin (5 µM, Biomol, Hamburg), Leupeptin 
(50 µM, Biomol, Hamburg) und Antipain (10 µM, Biomol, Hamburg) gelöst waren. 
Anschließend wurde das Homogenat 15 min lang auf Eis inkubiert; das Homogenat wurde 
dabei drei Mal jeweils 45 Sekunden lang leicht gevortext.  
Um den löslichen Anteil komplett von den unlöslichen Zellbestandteilen abzutrennen, 
wurde das Detergenzextrakt zentrifugiert (16000 rpm, 4°C, 10 min) und der Überstand in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Dieser Überstand wurde zur vollständigen Abtrennung 
überführter unlöslicher Bestandteile ein zweites Mal unter den oben angegeben Bedingungen 
zentrifugiert.  
100 µl des Überstandes wurden zur Inkubation mit Ni2+-NTA-Agarose (30 µl der 
aufgeschüttelten 1:1 (V/V Suspension; Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die Inkubation erfolgte in 
0,1 M Phosphatpuffer in Anwesenheit von 10 mM Imidazol, 1% Digitonin und der 
Proteaseninhibitoren. 30-45 min lang wurden die Ansätze bei Raumtemperatur im Kopf-über-
Kopf-Schüttler stetig gewendet, um die Agarose in Suspension zu halten, so dass sich die 
Proteine über die freien Elektronenpaare der sechs Histidine, die am N- oder C-Terminus 
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eingefügt worden waren, als Chelatkomplexe an die immobilisierten Ni2+-Ionen anlagern 
konnten. In einzelnen Experimenten wurde der gleiche Puffer, jedoch ohne Detergenz 
verwendet. Diese Abweichungen werden bei den jeweiligen Experimenten angegeben. 
Anschließend wurde die Ni2+-NTA-Agarose 6mal mit je 1 ml eisgekühltem Waschpuffer 
(0,1 M Phosphatpuffer pH 8.0, 1 mM Iodacetamid, 0,1 mM Pefabloc®-SC; 25 mM Imidazol, 
0,2%ig Digitonin bzw. 0,1%ig Dodecyl-Maltoside, Biomol, Hamburg) gewaschen. Die Ni2+-
NTA-Agarose wurde jeweils durch Zentrifugation (16000 rpm, 20°C, 1-2 min) sedimentiert, 
der Überstand wurde dann abgesaugt und verworfen, die Ni2+-NTA-Agarose wurde mit 
neuem Puffer versetzt und durch Schütteln wieder vollständig suspendiert. Danach erfolgte 
wieder Sedimentation durch Zentrifugation, Absaugen des Überstandes und so weiter. Durch 
den Waschvorgang mit einer im Vergleich zur Inkubation mit der Ni2+-NTA-Agarose 
erhöhten Imidazolkonzentration (Inkubation mit 10 mM, waschen mit 25 mM) wurden 
diejenigen Komponenten des Oozytenextraktes entfernt, welche weniger stark an die Ni2+-
Ionen assoziiert waren als die Proteine mit Hexahistidylsequenz. Das Ziel war es, möglichst 
wenig Hintergrund durch schwächer assoziierte unspezifische Proteine zu erhalten und 
gleichzeitig möglichst wenig Zielprotein zu verlieren.  
Bei der anschließenden nativen Elution wurde eine hohe Imidazolkonzentration 
eingesetzt, um die Proteine aus der Bindung mit den Ni2+-Ionen zu verdrängen Der nativen 
Elution folgte eine Elution mit SDS-Probenpuffer bei 56°C. 
Zur nativen Elution wurde die Ni2+-NTA-Agarose nach weitgehender Entfernung des 
Waschpuffers mit 50 µl Elutionspuffer versetzt, 15 min bei Raumtemperatur in einem 
Horizontalschüttler (Thermomixer compact, Eppendorf, Köln) in Suspension gehalten, durch 
Zentrifugation (16.000 rpm, 20°C, 2 min) sedimentiert und der Überstand in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Zur Vollständigkeit wurde der Vorgang mit weiteren 50 µl 
Elutionspuffer wiederholt. Die vereinigten Überstände wurden auf Eis aufbewahrt. Der 
   Material und Methoden 28
Elutionspuffer (Standard: 200 mM Imidazol, 50 mM HCl, pH 7.5) wurde vor Gebrauch mit 
lyophylisiertem Digitonin (Endkonzentration 1%) komplettiert.  
Anschließend wurde das Protein zusätzlich zweimal mit jeweils 50 µl SDS-Probenpuffer 
10 min bei 56°C eluiert (5x SDS-Probenpuffer: 310 mM Tris/HCl pH 6.8, 10% SDS, 50% 
Glycerol, 0,5% Bromphenolblau). In manchen Versuchen erfolgte die zusätzliche Elution mit 
Tricin-Probenpuffer (5x Tricin-Probenpuffer: 250 mM Tris/HCl pH 6.8, 20% SDS, 60% 
Glycerol, 0,05% Serva Blue G). 
 
2.5.3 Aufreinigung der Proteine mittels GST-Pulldown 
 
GST-Fusionsproteine wurden ähnlich aus Oozyten isoliert wie die hexahistidylmarkierten 
Proteine. Im Unterschied zum oben erklärten Verfahren wurden die Detergenzextrakte der 
Oozyten statt mit Ni2+-NTA-Agarose mit Glutathion-Sepharose (Amersham Biosciences, 
Freiburg) inkubiert, wobei auf das Imidazol verzichtet wurde. Beim Waschpuffer wurde 
ebenfalls auf die Zugabe von Imidazol verzichtet. Nativ eluiert wurde mit 10 mM reduziertem 
Glutathion (in 50 mM Tris/HCl pH 8.0). Anschließend wurden die Proben mit SDS-Proben-
Puffer jeweils zweimal 10 Minuten lang bei 56°C eluiert 
 
2.6 Auftrennung der Proteine mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 
 
2.6.1 Probenvorbereitung für die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (PAGE) 
 
Für die SDS-Elution wurde dem 5x SDS-Probenpuffer 100 mM Dithiothreitol (DTT, Merck, 
Darmstadt) zugefügt, um Disulfidbrücken zu reduzieren. Der SDS-Probenpuffer wurde bis 
auf eine einfache Konzentration verdünnt, so dass die Endkonzentration von DTT 20 mM 
betrug. Die Anlagerung von SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat) an die Proteine führte zu ihrer 
Dissoziation in ihre Untereinheiten. Da in den meisten Fällen eine konstante Menge von 1,4 g 
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SDS/g Protein gebunden wurde, konnte man die Masse interessierender Proteine durch 
Vergleich ihrer relativen Mobilität mit der von Standardproteinen bekannter Masse 
bestimmen. Auf die Bahnen der SDS-Polyacrylamid-Gele wurden jeweils 10 µl der Proben 
aufgetragen. Als Massenstandard diente der 14C-markierte RainbowTM-Marker (14,3 – 220 
kDa, Amersham Biosciences, Freiburg). 1 µl RainbowTM-Marker wurde vor dem Auftragen 
mit 1x SDS-Probenpuffer mit 20 mM DTT versetzt und 1 Minute lang gekocht.  
 
2.6.2 Deglykosylierung 
 
Zur Abspaltung N-glykosidisch gebundener Zuckerketten wurden die Enzyme 
Endoglycosidase H (Endo H) und Peptid:N-Glycosidase F (PNGase F) verwendet (New 
England Biolabs, Frankfurt). Die unterschiedliche Spezifität der Enzyme wird im Ergebnisteil 
erläutert. Vor Zugabe der Enzyme wurden die Proteine denaturiert (SDS-Elution bei 56°C). 
Zur vollständigen Deglykosylierung wurden Endo H (zusammen mit 1x SDS-Proben Puffer) 
und PNGase F (zusammen mit NP-40) in einer Konzentration von jeweils 100 U/10 µl 
verwendet. Die Inkubation bei 37°C betrug 3-4 Stunden.  
 
2.6.3 Probenvorbereitung für die blaue native Gelelektrophorese (BN-PAGE) 
 
Die BN-PAGE (Schägger & von Jagow, 1991) ermöglichte die Auftrennung der Proteine 
ohne ihre Denaturierung, sodass die Quartärstruktur eines Rezeptors während der 
Elektrophorese erhalten blieb. Anstatt des denaturierend wirkenden SDS diente der blaue 
Farbstoff Coomassie dazu, dem Protein die für die elektrophoretische Mobilität notwendige 
Ladung zu geben. Der Endpunkt der Wanderung eines nativen Proteins bei der 
Elektrophorese wurde ganz wesentlich von den Siebeigenschaften des Poylacrylamid-
Gradientengeles bestimmt. Das Protein blieb an der Stelle im Gel stecken, wo die 
Proteingröße die Porengröße überstieg. Die BN-PAGE wurde - wenn nicht anders angegeben 
- über Nacht (12-14 Stunden) durchgeführt.  
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Die ausschließlich nativ eluierten und auf Eis gelagerten Proteinproben wurden vor dem 
Auftragen mit nativem 5x Probenpuffer (100 mM 6-Aminocapronat, 50% Glycerol, 1% Serva 
Blue G, Serva, Heidelberg) im Verhältnis 5:1 versetzt. Um eine Dissoziation der Proteine in 
ihre Untereinheiten zu bewirken, wurden die Proben mit SDS, DTT oder nur mit BN-
Probenpuffer bei 56°C denaturiert. Die Inkubation richtete sich nach der individuellen 
Fragestellung und wird im Ergebnisteil explizit angegeben. Als Massenstandard diente eine 
Mischung der Proteine Ferritin, BSA und Ovalbumin (je 10 µg pro Spur, Combithek II®, 
Boehringer, Mannheim). 
 
2.6.4 Zusammensetzungen der Gele und Gelpuffer 
 
Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
• 40% Acrylamid (29:1): Biorad, München  
• 30% Acrylamid (37,5:1): Biorad, München 
• Serva Blue G: Serva, Heidelberg 
• Ammoniumperoxodisulfat (APS): Merck, Darmstadt 
• 6-Aminocapronsäure: Merck, Darmstadt 
Die übrigen Substanzen stammten von der Firma Merck (Darmstadt). 
 
2.6.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die SDS-PAGE wurde nach dem System von Lämmli (Lämmli, 1970) durchgeführt. Die 
Zusammensetzung des Trenn- und des Sammelgels sind in der nachfolgenden Tabelle 
aufgeführt. Charakteristisch für das Lämmli-System ist der Einsatz von Glyzin als Folgeion 
im Laufpuffer, bestehend aus 25 mM Tris, 192 mM Glyzin und 0,1% SDS (1 mg/ml).  
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2.6.6 Tricin-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Tricin-PAGE) 
 
Die Tricin-PAGE wurde nach Schägger und von Jagow (1987) durchgeführt. Die einzelnen 
Schichten setzten sich wie aus Tabelle 2.9 ersichtlich zusammen, wobei jeweils die 
Endkonzentrationen angegeben werden. Der Kathodenpuffer, bestehend aus 100 mM Tris, 
100 mM Tricin, 0,1% SDS (1 mg/ml), pH 8.25 enthielt im Gegensatz zur SDS-PAGE Tricin 
anstatt Glyzin als Folgeion. Im Anodenpuffer (200 mM Tris/HCl pH 8.9) war kein Tricin 
notwendig. Die Laufpuffer wurden als 10x Konzentrate hergestellt. Kurz vor Gebrauch 
wurden sie mit destilliertem Wasser entsprechend verdünnt. 
 
2.6.7 Blaue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) 
 
Für die BN-PAGE wurden je nach Fragestellung kontinuierliche Gradientengele von 4-16% 
oder 6-20%, bezogen auf die Gesamt-Acrylamidmenge, verwendet, um einen großen 
Massenbereich erfassen zu können. Zum Gießen des Gels wurde ein Gradientenmischer 
verwendet. Eine Verbesserung der Bandenform wurde durch ein dem Gradientengel 
vorgeschaltetes 4%iges „Sammel“-Gel gewährleistet. Da der gleiche Gelpuffer (3fach = 1,5 
M 6-Aminocapronat, 150 mM BisTris, pH 7.0) in derselben Endkonzentration verwendet 
wurde, handelte es sich nicht um ein Sammelgel im strengen Sinne, da es weder eine andere 
Ionenstärke noch einen anderen pH-Wert als das Trenngel besaß. Die auf die Gelgröße 
abgestimmte Zusammensetzung ist in Tabelle 2.10 und 2.11 angegeben. Kurz vor dem Lauf 
wurde der Kathodenpuffer (50 mM Tricin, 15 mM BisTris, pH 7.0) mit 0,002% Serva Blue G 
versetzt. Der Anodenpuffer (50 mM BisTris, pH 7.0) wurde ohne weitere Zusätze verwendet. 
Beide Laufpuffer wurden gekühlt gelagert und kurz vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur 
erwärmt. 
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Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Trenngels bei der SDS-PAGE 
 
Chemikalien Endkonzentration 
Trenngelpuffer 375 mM Tris pH 8.8; 0,1% SDS 
40% Acrylamid (29:1) 6%, 8%, 10%, 12,5% 
APS 0,01% 
Tetramethylendiamin 0,5 µl/ml 
 
 
Tabelle 2.8: Zusammensetzung des Sammelgels bei der SDS-PAGE 
 
Chemikalien Endkonzentration 
Sammelgelpuffer 125 mM Tris pH 6.8; 0,1% SDS 
40% Acrylamid (29:1) 4% 
APS 0,05% 
Tetramethylendiamin 1,2 µl/ml 
 
 
Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Gelschichten bei der Tricin-PAGE 
 
Chemikalien Spacergel 10% Sammelgel 4% 
Gelpuffer 1M Tris, 0,1% SDS 750 mM Tris, 0,075% SDS 
40% Acrylamid (29:1) 10% 4% 
APS 5,1 µl/ml 8 µl/ml 
Tetramethylendiamin 0,51 µl/ml 0,8 µl/ml 
 
 
Tabelle 2.10: Zusammensetzung des nativen Gradientengels mit verschiedenen 
Acrylamid-Konzentrationen (Gesamtacrylamid) 
 
Chemikalien des Gradientengels 4%ige 
Lösung 
6%ige 
Lösung 
16%ige 
Lösung 
20%ige 
Lösung 
3x Gelpuffer 1,362 ml 1,362 ml 1,362 ml 1,362 ml 
Acrylamid 30% (37,5:1) 0,575 ml 0,862 ml 2,265 ml 2,875 ml 
Destilliertes Wasser 2,3 ml 2,013 ml - - 
Glycerol - - 0,717 ml 0,717 ml 
APS 14,375 µl 14,375 µl 14,375 µl 14,375 µl 
Tetramethylendiamin 2,875 µl 2,875 µl 2,875 µl 2,875 µl 
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Tabelle 2.11: Zusammensetzung des Sammelgels bei der BN-PAGE 
 
Chemikalien Endkonzentration 
3x Gelpuffer 1,67ml 
Acrylamid 30% (37,5:1) 0,667ml 
Destilliertes Wasser 2,64ml 
APS 20 µl 
Tetramethylendiamin 4 µl 
 
Die Prozentangaben der Festsubstanzen in den nachfolgenden Tabellen beziehen sich auf die 
Einheit Masse pro Volumen. 
 
2.6.8 Durchführung der 1D-Gelelektrophorese 
 
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte in einer vertikalen Gelapparatur der Firma 
Phase (Lübeck) mit einer Gelgröße von 8 x 16 cm und eine Dicke von 0,5 mm (SDS-PAGE) 
bzw. 1 mm (Tricin-PAGE und BN-PAGE). Die einzelnen Gelschichten wurden nacheinander 
gegossen, wobei jeweils eine Zeitspanne von 1,5-3 Stunden zu vollständigen Polymerisation 
jeder Schicht eingehalten wurde. Zur Verbesserung des Polymerisationsvorgangs wurde der 
Sauerstoffgehalt der Lösungen durch vorheriges 10-15 minütiges Entgasen unter Vakuum 
reduziert. Um ein Abfangen der für die Polymerisation notwendigen Radikale durch den 
Luftsauerstoff und ein Antrocknen der Oberfläche der einzelnen Gelschichten zu verhindern, 
wurden diese unmittelbar nach dem Gießen mit Wasser überschichtet. Die Ausbildung von 
Probentaschen geschah durch das Einstecken eines Kammes in das Sammelgel vor seiner 
Aushärtung. Die Proteinproben wurden mit einer abgeflachten Pipettenspitze (Multi®-Flex-
Kristall-Tips, Art. 8142, Roth, Karlsruhe) vorsichtig in die Taschen eingebracht. Der Einlauf 
der Proben wurde bei 100 V vorgenommen. Nach Erreichen des Trenngels wurde die 
Spannung auf 120-150 V gesteigert. Da sich die Tricinpolyacrylamidgele aufgrund ihres 
erhöhten elektrischen Widerstandes schneller erwärmten, wurde die Spannung hier niedriger 
gewählt (70 V beim Einlauf, 100 V beim Durchlauf). Der gesamte Lauf dauerte jeweils 1,5 
bis 2 Stunden, wobei die BN-PAGE meist über Nacht (12-14 Stunden) lief. Nach dem Lauf 
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wurden die Tricin- und SDS-Polyacrylamidgele in einem Gemisch aus 25% Isopropanol und 
10% Essigsäure 15-20 min fixiert. Zur Sichtbarmachung der nicht-radioaktiven 
Markerproteine der BN-PAGE wurde das Gel nach dem Lauf in einer Färbelösung (0,1% 
Coomassie Blue R-250, 45% Methanol, 45% Wasser, 10% Essigsäure) ca. 15 min inkubiert 
und danach mindestens 20 min lang in einer Lösung aus 10% Methanol und 10% Essigsäure 
entfärbt. 
Anschließend wurden die Gele auf Whatman-Papier aufgezogen und 2-5 Stunden bei 
70°C unter Vakuum (Geldryer Model 583, Biorad, München) getrocknet. Die getrockneten 
Gele wurden mit einem speziellen Röntgenfilm (Biomax MS, Kodak) belegt, welcher bei -
80°C gelagert wurde. Zur Verstärkung der Strahlung wurden spezielle Verstärkerfolien 
(TranScreen LE, Biomax, Kodak) eingesetzt. Nach Entwicklung des Films erkannte man ein 
Bandenmuster, welches die verschiedenen radioaktiv markierten Proteine repräsentierte. 
Zur Quantifizierung der Proteine wurde ein PhosphorImager (445 SI, Molecular 
Dynamics, Sunnyvale, USA) verwendet. Im Anschluß an die Quantifizierung wurde mit Hilfe 
des Computerprogramms ImageQuant® (Molecular® Dynamics GmbH, Krefeld) die Menge 
der Proteine der jeweiligen Gele ermittelt. 
Ferner wurden mit Hilfe des Computerprogramms ExPASy Molecular Biology Server die 
theoretischen molekularen Massen der zu untersuchenden Proteine ermittelt. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Proteinchemische Charakterisierung des humanen 
Parkins in Xenopus-Oozyten 
 
Es wurden verschiedene cDNA-Konstrukte der E3-Ubiquitin-Ligase Parkin kloniert (siehe 
Material und Methoden). Zur Untersuchung wurden diese Konstrukte durch Injektion der 
cRNA in Xenopus-Oozyten exprimiert und proteinchemisch charakterisiert. N-terminal oder 
C-terminal eingefügte Sequenzen, welche für ein Hexahistidylmotiv kodierten, ermöglichten 
die spätere Aufreinigung dieser Proteine. N-terminal wurden Hexahistidylsequenzen hinter 
der Basensequenz ATG, welche für das Startcodon kodiert, eingefügt. C-terminal wurden sie 
unmittelbar vor das Stoppcodon gesetzt. 
 
 
3.1.1 Proteinchemische Charakterisierung von His-Parkin und Parkin-His 
mittels SDS-PAGE 
 
Zur proteinchemischen Charakterisierung wurde die für das jeweilige Parkin-Konstrukt 
kodierende cRNA in Xenopus-Oozyten injiziert. Die metabolische Markierung mit L-[35S]-
Methionin erfolgte über Nacht. Die über den Hexahistidylrest aufgereinigten Proteine wurden 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Radioaktivität durch PhosphorImager-Analyse 
sichtbar gemacht.  
Nach SDS-PAGE erschienen sowohl humanes His-Parkin als auch humanes Parkin-His 
als Banden mit einer molekularen Masse von ~55 kDa (Abb. 3.1, Spuren 2 und 3), mit 
leichter Abweichung von der theoretischen Masse von 52 kDa (ExPASy). His-Parkin und 
Parkin-His wurden über die Wechselwirkung ihrer Hexahistidylsequenz mit den Ni2+-Ionen 
der Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Abb. 3.1 zeigt für His-Parkin eine stärker ausgeprägte 
Bande als für Parkin-His. Da ein vergleichbarer Unterschied auch in anderen Experimenten, 
welche im weiteren Verlauf gezeigt werden, beobachtet wurde, folgt daraus, dass His-Parkin 
im Vergleich zu Parkin-His wesentlich stärker in Xenopus-Oozyten exprimiert wird.  
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Abb. 3.1: SDS-PAGE zur Darstellung von His-Parkin und Parkin-His. Mit den 
angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. 
Anschließend wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen 
durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Es folgte eine native Elution. Die Abbildung zeigt 
das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
3.1.2 Koexpression von Parkin und Synphilin: Kann in Xenopus-Oozyten die 
Ubiquitinierung von Synphilin durch Parkin gezeigt werden? 
 
Als E3-Ubiquitin-Ligase besitzt Parkin die Fähigkeit bestimmte Proteine zu ubiquitinieren 
(Zhang et al., 2000; Imai et al., 2002). Synphilin ist neben anderen Proteinen ein Substrat von 
Parkin. Um zu überprüfen, ob die Ubiquitinierung von Synphilin durch Parkin mit Hilfe des 
Oozyten-Expressionssystems darstellbar ist, wurde erst die Expression von His-Synphilin in 
Xenopus-Oozyten untersucht. Im weiteren Verlauf wurden beide Proteine durch Injektion von 
cRNA in Oozyten koexprimiert.  
Wie bereits in 3.1.1 gezeigt, kann His-Parkin mit Hilfe der Ni2+-NTA-Agarose über seine 
Hexahistidylsequenz isoliert werden. Nach Injektion der cRNA von His-Synphilin in 
Xenopus-Oozyten und Aufarbeitung mit Hilfe der Ni2+-NTA-Agarose erschien His-Synphilin 
als ~89 kDa großes Protein (mit Abweichung von der theoretischen Masse von 101 kDa) 
ebenfalls auf dem SDS-Polyacrylamidgel (Abb. 3.2 A, Spur 3).  
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Um eine Koisolierung von Parkin und Synphilin darzustellen, wurde die cRNA der 
beiden Konstrukte koinjiziert. Dabei wurde nur eines der beiden Konstrukte, in diesem Fall 
Synphilin, in seiner hexahistidylmarkierten Form exprimiert. Das andere Protein, Parkin, 
wurde dagegen als Wildtypform exprimiert und verfügte bei diesem Versuch nicht über eine 
Hexahistidylsequenz (Parkin-no-His). Nach SDS-PAGE erschien His-Synphilin (Abb. 3.2 A, 
Spur 4) als ~89 kDa große Bande. Das Protein wies nach Koexpression mit Parkin-no-His die 
gleiche molekulare Masse auf, wie wenn alleine in Xenopus-Oozyten exprimiert (s. 3.2.1). 
Ubiquitinierte, höhermolekulare Formen des zu untersuchenden Proteins waren nicht 
erkennbar. Allerdings erschien humanes Parkin, das Konstrukt ohne Hexahistidylmotiv, 
ebenfalls auf dem SDS-Polyacrylamidgel und konnte somit zusammen mit His-Synphilin 
koisoliert werden. 
Um zu überprüfen, ob die Koisolation von His-Synphilin und Parkin auf eine spezifische 
physische Interaktion der beiden Proteine miteinander zurückzuführen ist, wurde ein 
Kontrollversuch angeschlossen: Humanes Parkin ohne Hexahistidylsequenz (Parkin-no-His) 
wurde in Xenopus-Oozyten exprimiert und dann einer Ni2+-NTA-Affinitätschromatografie 
unterworfen. Nach SDS-PAGE erschien Parkin-no-His als ~57 kDa große Bande auf dem 
SDS-Polyacrylamidgel (Abb. 3.2 B, Spur 3). Die Isolierung von Parkin-no-His mittels Ni2+-
Chelatchromatografie lässt darauf schließen, dass einige Aminosäuren der Proteinsequenz von 
Parkin sich in ihrer dreidimensionalen Struktur derart anordnen, dass eine Wechselwirkung 
mit den Ni2+-Ionen entsteht. Über diese Wechselwirkung wurde Parkin-no-His aufgereinigt 
und auf dem SDS-Polyacrylamidgel sichtbar. Wegen dieser Bindung des hexahistidyllosen 
Parkins an die Ni2+-NTA-Agarose konnte man aus den obigen Experimenten eine Interaktion 
zwischen Synphilin und Parkin weder sicher ausschließen noch überzeugend darstellen. 
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Abb. 3.2 (A) bzw. Abb. 3.2 (B): SDS-PAGE zur Darstellung der Koexpression von 
Parkin-no-His und His-Synphilin bzw. zur Darstellung von Parkin-no-His und His-
Parkin. Mit den angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-
Methionin markiert. Anschließend wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% 
Digitonin) der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution erfolgte mittels 
Tricin-Probenpuffer. Die Abbildungen zeigen das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität 
mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
Gegen Ende der Dissertation wurde versucht der Frage der Interaktion auf eine andere 
Weise nachzugehen. Die gesamte kodierende Region von Parkin wurde in den pGEX-Vektor 
einkloniert, um Parkin anschließend als GST-Fusionsprotein zu exprimieren und aus E.coli zu 
isolieren. Das rekombinante GST-Parkin sollte dann zusammen mit Synphilin in Xenopus-
Oozyten koinjiziert werden. Es war jedoch nicht möglich, das Fusionsprotein aus den dafür 
verwendeten BL21-Zellen zu isolieren (s. Mat. und Meth.).  
Verschiedene Ansätze wurden durchgeführt, um ubiquitiniertes Synphilin mittels SDS-
PAGE und Detektion der Radioaktivität durch den PhosphorImager darstellen zu können. 
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Diese Ansätze basierten auf physiologischen Prozesse der Zelle, die hier vorgestellt werden: 
Im Rahmen des zellulären Stoffwechsels werden durch Ubiquitin markierte Proteine je nach 
Ubiquitin-Kettenlänge einerseits von der Plasmamembran aus internalisiert und in 
subzelluläre Kompartimente überführt, andererseits werden polyubiquitinierte Protein durch 
das intrazelluläre Proteasom zu einzelnen Aminosäuren prozessiert. Es gibt folglich neben 
Ubiquitinierungsreaktionen auch solche Prozesse, durch welche Ubiquitin wieder von seinem 
Zielprotein abgespalten werden kann. Enzyme, die eine Abspaltung von Ubiquitin von seinem 
Zielprotein katalysieren, werden als Hydrolasen bezeichnet. Es wurde auf folgende Arten 
versucht in diese physiologischen Prozesse einzugreifen: Durch die Zugabe von Lactacystin, 
einem Proteasom-Inhibitor, wurde versucht, den physiologischen intrazellulären Abbau der 
dafür markierten Proteine zu reduzieren und somit ubiquitiniertes Protein durch Blockade des 
Proteasoms anzureichern (ohne Abb.). Ferner wurde versucht, durch Hitzeinaktivierung von 
Hydrolasen (Erhitzen des Detergenzextraktes auf 95°C) Deubiquitinierungsvorgänge zu 
unterbinden, um somit den zellulären Gehalt an ubiquitiniertem Protein zu erhöhen (ohne 
Abb.). Durch keine dieser Maßnahmen konnte ubiquitiniertes Protein bzw. ubiquitiniertes 
Synphilin dargestellt werden. 
 
3.1.3 Koexpression von Parkin und den Fusionsproteinen His-Ubiquitin und 
GST-Ubiquitin 
 
Um die Interaktion zwischen der E3-Ubiquitin-Ligase Parkin und seinem Substrat Ubiquitin 
mittels SDS-PAGE zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Formen der 
Affinitätschromatografie eingesetzt. Zum einen wurde die bereits vorgestellte Ni2+-NTA-
Affinitätschromatografie für die Proteinaufreinigung aus Oozyten verwendet, in denen 
Parkin-no-His zusammen His-Ubiquitin exprimiert worden war (Abb. 3.3). Nach SDS-PAGE 
erschien His-Ubiquitin als 9 kDa große Bande in der zweiten Spur (Abb. 3.3; ExPASy 9 
kDa). Diese Gruppe von Oozyten wurde hier einzig mit der cRNA des His-Ubiquitin-
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Konstruktes injiziert. Die cRNAs für Parkin und ebenfalls für Synphilin, die in einer weiteren 
Gruppe von Oozyten mit His-Ubiquitin koinjiziert wurden, kodierten für Konstrukte ohne 
Hexahistidylsequenz, so dass diese Proteine nur über eine Interaktion mit His-Ubiquitin 
isoliert werden konnten. In Spur 3 der Abbildung 3.3 können zusätzlich zum Ubiquitin 
Banden für Parkin oder Synphilin jedoch nicht erkannt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3: SDS-PAGE zur Darstellung der Koexpression von His-Ubiquitin, Parkin-no-
His und Synphilin-no-His. Mit den angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden über 
Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend wurden die Proteine aus einem 
Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Die 
Elution erfolgte mittels Tricin-Probenpuffer. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach 
Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
Ubiquitin ist ein Protein, welches ubiquitär in Zellen zu finden ist. Somit verfügen 
Oozyten, welche als Expressionssystem dienten, ebenfalls über einen endogenen Pool an 
Ubiquitin. Es wurde nun ein Problem darin vermutet, dass die über cRNA-Injektion in die 
Zellen eingebrachte Menge an His-Ubiquitin im Vergleich zum endogenen Ubiquitin-Pool zu 
gering ist. Daraus würde folgen, dass Synphilin bzw. Parkin überwiegend hexahistidylloses 
+ +His-Ubiquitin
- +Synphilin
- +Parkin
14 kDa
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Ergebnisse 41
Ubiquitin binden und somit nicht über die Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt und mittels SDS-
PAGE und Detektion der Radioaktivität (PhosphorImager) dargestellt werden können. 
Um eine größere Menge an exogenem Ubiquitin anzubieten als durch cRNA-Injektion 
von His-Ubiquitin möglich war, wurden Xenopus-Oozyten mit rekombinantem GST-
Ubiquitin injiziert und in diesem Versuch (Abb. 3.4) für die affinitätschromatografische 
Reinigung GSH-Sepharose anstelle Ni2+-NTA-Agarose (GST-Pulldown) verwendet. Das 
verwendete GST-Ubiquitin wurde unverdünnt in die Oozyten injiziert, welche danach 
mindestens eine Stunde bei 19°C in ORi ruhten. Im Anschluss daran wurde die jeweilige 
cRNA in die Oozyten injiziert. Fusionsprotein und cRNA wurden nicht koinjiziert, um einen 
Abbau der cRNA durch eine eventuelle RNAse-Kontamination der Lösung des 
Fusionsproteins zu vermeiden. Neben nicht-injizierten Kontroll-Oozyten (Abb. 3.4, Spur 2) 
diente eine Gruppe von Oozyten, die nur mit GST-Ubiquitin injiziert worden war, als weitere 
Kontrolle (Spur 3). GST-Ubiquitin erschien als ~40 kDa großes Protein (mit geringer 
Abweichung von der theoretischen Masse von 38 kDa) auf dem SDS-Polyacrylamidgel.  
Da sowohl Parkin als auch Synphilin der GST-Anteil fehlte, konnten diese Proteine nur 
über eine Wechselwirkung mit GST-Ubiquitin durch die Glutathion-Sepharose aufgereinigt 
werden. Nach Koexpression von GST-Ubiquitin und Parkin wurden mit dem GST-Ubiquitin 
geringe Mengen an Parkin koisoliert, wie auf dem SDS-Polyacrylamidgel zu sehen ist 
(Spuren 4, 5). Ein kovalentes Addukt aus GST-Ubiquitin und Parkin, welches eine 
molekulare Masse von ca. 92 kDa hätte, lies sich jedoch nicht erkennen. Die 
höhermolekularen Proteine, welche ubiquitinierte Proteinformen darstellen könnten, wurden 
auch in der Kontrollgruppe gefunden, die nur mit GST-Ubiquitin injiziert waren. Synphilin 
oder ubiquitinierte Formen von Synphilin erschienen jedoch nicht zusätzlich auf dem SDS-
Polyacrylamidgel. Eine direkte Interaktion zwischen GST-Ubiquitin und Parkin bzw. 
Synphilin konnte demnach nicht nachgewiesen werden.  
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Abb. 3.4: SDS-PAGE zur Darstellung der Koexpression von GST-Ubiquitin, Parkin-no-
His und Synphilin-no-His. Mit GST-Ubiquitin-Fusionsprotein vorinjizierte Oozyten wurden 
nach einer Stunde mit den angegebenen cRNAs nachinjiziert. Die Oozyten wurden über 
Nacht mit [35S]-Methionin markiert und anschließend wurden die Proteine aus dem 
Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Glutathion-Sepharose gereinigt. Die 
Elution erfolgte mittels SDS-Probenpuffer. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion 
der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
3.1.4 Koexpression von Parkin und den Untereinheiten α1 und α3 des Glyzin-
Rezeptors : Stellt Parkin eine E3-Ubiquitin-Ligase des GlyRs dar? 
 
Büttner et al. (Büttner et al., 2001) zeigten, dass der GlyR an der Zelloberfläche ubiquitiniert 
wird. Nach der Ubiquitinierung werden die einzelnen 48 kDa-Untereinheiten des Rezeptors, 
welcher als homomeres Pentamer insgesamt 260 kDa umfasst, innerhalb der Zelle in zwei 
Fragmente gespalten. Diese sind jeweils 35 kDa und 13 kDa groß. Als Ort der 
Ubiquitinierung kommen nur die Lysinreste der intrazytoplasmatischen TM3-TM4-Schleife 
in Frage. Wenn Ubiquitinierung an der Plasmamembran im Zusammenhang mit der 
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Internalisierung des GlyRs steht, so gibt es eventuell E3-Ubiquitin-Ligasen, welche die 
subzelluläre Lokalisation des GlyRs über Ubiquitinierung und konsekutive Internalisierung 
modulieren können.  
 Um der Frage nachzugehen, ob Parkin eine E3-Ubiquitin-Ligase des GlyRs darstellt, 
wurde Parkin mit der α1- oder α3-Untereinheit des GlyRs in Xenopus-Oozyten koexprimiert. 
Sowohl die GlyR-α1-Untereinheit als auch die GlyR-α3–Untereinheit können in Oozyten zu 
Homopentameren assemblieren und beteiligen sich am Aufbau neuronaler Synapsen in 
adulten Organismen.  
Es wurde jeweils eine der beiden GlyR-Untereinheiten mit und ohne Parkin exprimiert 
(Abb. 3.5 A). Die Untereinheiten des GlyRs enthielten C-terminal jeweils eine 
Hexahistidylsequenz. Außerdem wurden von den α1- und α3-Untereinheiten des GlyRs 
jeweils ein lange und eine kurze Spleissvariante injiziert, wobei sich die lange von der kurzen 
Spleissvariante durch acht zusätzliche Aminosäuren in der intrazytoplasmatischen TM3-TM4 
Schleife unterscheidet. Diese acht Aminosäuren haben keinen nennenswerten Einfluss auf die 
elektrophysiologischen Eigenschaften des GlyRs.  
In diesem Versuch (Abb. 3.5 A, Spur 3) erschien Parkin-no-His, wenn alleine exprimiert, 
nicht auf dem SDS-Polyacrylamidgel, d.h. es wurde durch die Ni2+-NTA-
Affinitätschromatografie nicht aufgereinigt. Dagegen konnte es zusammen mit den 
verschiedenen Untereinheiten des GlyRs (Abb. 3.5 A, Spuren 5, 7, 9, 11) isoliert werden. 
Allerdings gab es analoge Versuche mit GlyR-Untereinheiten und Parkin, in denen Parkin-no-
His auch alleine auf dem SDS-Polyacrylamidgel erschien (nach Detektion der Radioaktivität 
mit Hilfe des PhosphorImagers). Daher konnte eine Koisolation von Parkin durch die GlyR-
Untereinheiten weder eindeutig bestätigt noch sicher ausgeschlossen werden. Ubiquitinierte 
Formen der beiden GlyR-Untereinheiten sind auf dem SDS-Polyacrylamidgel nicht zu 
erkennen. Die Ubiquitinierung des GlyRs durch Parkin konnte somit in diesem Versuch nicht 
gezeigt werden.  
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Neben ubiquitinierten Formen des GlyRs interessierte auch das Ausmaß seiner 
proteolytischen Spaltung von der 48 kDa großen Untereinheit in die 35 und 13 kDa großen 
Fragmente. Die α1- und α3-Untereinheiten des GlyRs werden nach Einbau in die 
Plasmamembran in unterschiedlicher Geschwindigkeit zu den Spaltprodukten prozessiert. Die 
kurze Spleissvariante der GlyR-α1-Untereinheit [GlyR-α1 (s = short), Spuren 4 und 5] 
erscheint wie die beiden langen Spleissvarianten der GlyR-α1-Untereinheit (Spuren 6 und 7) 
und GlyR-α3-Untereinheit (Spuren 10 und 11) als ca. 50 kDa große Bande [mit leichter 
Abweichung von der theoretischen Masse von 53 kDa (α1-short), 53 kDa (α1-long) und 54 
kDa (α3-long)]. Die kurze Spleissvariante der GlyR-α3-Untereinheit (Spuren 8 und 9) 
erscheint als 51 kDa große Bande (53 kDa, ExPASy). Während GlyR-α1-short und GlyR-α3-
long nach einer 12-stündigen Pulse-Phase kaum proteolytisch gespalten wurden, zeigte GlyR-
α3-short einen proteolytischen Umsatz von 25% und GlyR-α1-long von 60% (Abb. 3.5 B). 
Die GlyR-Rezeptoruntereinheiten unterscheiden sich in ihrem proteolytischen Verhalten 
deutlich voneinander, wobei die acht zusätzlichen Aminosäuren der langen Spleissvarianten 
im Gegensatz zu den identischen elektrophysiologischen Eigenschaften hier sehr wohl zur 
Verschiedenheit der Rezeptoruntereinheiten beitragen. Da diese Besonderheiten der 
proteolytischen Prozessierung der GlyR-Untereinheiten jedoch nicht Gegenstand der 
vorliegenden Arbeit waren, wird darauf nicht weiter eingegangen. 
Nach Koexpression von Parkin änderte sich das proteolytischen Verhalten der 
verschiedenen GlyR-Untereinheiten nicht. Parkin beeinflusst die Umsatzrate der α1- und α3-
Untereinheiten des GlyRs also aller Wahrscheinlichkeit nach nicht.  
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Abb. 3.5: (A) SDS-PAGE zur Darstellung der Koexpression von Parkin-no-His und der 
GlyR-α1-His-Untereinheit bzw. GlyR-α3-His-Untereinheit. Mit den angegebenen cRNAs 
injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend wurden die 
Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Ni2+-
Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution erfolgte mittels Tricin-Probenpuffer. Die 
Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des 
PhosphorImagers. (B) Durch die Koexpression von Parkin mit verschiedenen GlyR-
Untereinheiten kann kein wesentlicher Einfluß auf die Umsatzrate des GlyRs beobachtet 
werden. 
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3.1.5 Koexpression von Parkin und dem 5HT3- sowie α7-nACh-Rezeptor 
 
Wie der GlyR gehören der 5HT3-Rezeptor und der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor zur 
Superfamilie der nikotinischen liganden-gesteuerten Ionenkanäle. Aufgrund der Homologie 
dieser Membranproteine untereinander war von Interesse, ob eine Interaktion zwischen diesen 
beiden Rezeptortypen und Parkin nachweisbar ist.  
Parkin wurde zusammen mit dem 5HT3-His und dem α7-nAChR-His, einer neuronalen 
Isoform des nikotinischen Acetylcholinrezeptors, in Oozyten koexprimiert. Das SDS-Tricin-
Polyacrylamidgel (Abb. 3.6 A, Spuren 3 und 4) zeigt die jeweiligen Rezeptoruntereinheiten 
als ~59 kDa (ExPASy 57 kDa) und ~60 kDa (ExPASy 57 kDa) große Banden. Da Parkin bei 
der SDS-PAGE mit fast identischer Mobilität lief wie die 5HT3- bzw. die α7-nAChR-
Untereinheit, war koisoliertes Parkin nicht ohne weiteres sichtbar. Um Parkin trotzdem 
darstellen zu können, wurde ausgenutzt, dass die beiden Rezeptoruntereinheiten 
Glykoproteine sind und sich ihre Masse daher durch Deglykosylierung reduzieren lässt, 
während Parkin in seiner Mobilität unverändert bleibt.  
Zur Abspaltung der N-glykosidisch gebundenen Zuckerketten des 5HT3- und des 
nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors wurden die Enzyme Endoglycosidase H (Endo H) und 
Peptid:N-Glycosidase F (PNGase F) verwendet. Diese beiden Endoglucosidasen besitzen eine 
unterschiedliche Spezifität. Während Endo H nur Zuckerketten in der Hoch-Mannose-Form 
erkennt (meist bei Proteinen im ER oder auf dem Weg zum Golgi-Apparat), können durch 
PNGase F alle Formen N-glykosidisch gebundener Zuckerketten abgespalten werden. 
Sowohl unter Endo H als auch unter PNGase F (Abb. 3.6 B) nahm das Molekulargewicht 
beider Rezeptoren, dem 5HT3-His und dem α7-nAChR-His, durch Abspaltung von N-
glykosidisch gebundenen Zuckerketten ab. Wenn Parkin zusammen mit der 5HT3- oder der 
α7-nAChR-Rezeptoruntereinheit isoliert würde, so hätte man nach einer Deglykosylierung 
zwei Banden erkennen können, eine obere für Parkin, eine untere für den jeweiligen 
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deglykosylierten Rezeptor. Wie Abb. 3.6 B zeigt, ist dies nicht der Fall. Daraus folgt, dass 
Parkin weder mit dem 5HT3- noch mit dem nAChR-α7-Rezeptor koisoliert wird.  
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Abb. 3.6 (A) bzw. Abb. 3.6 (B): SDS-Tricin-PAGE zur Darstellung der Koexpression 
von Parkin-no-His und dem 5HT3-His- bzw. α7-nACh-His-Rezeptor bzw. PAGE zur 
Darstellung des Glykosylierungsstatus des 5HT3-His- bzw. α7-nACh-His-Rezeptors. Mit 
den angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. 
Anschließend wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen mit 
Hilfe der Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution erfolgte nativ. (A) Ergebnis nach 
Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des Phophor Imagers. (B) Deglykosylierung: Aliquote 
der Eluate wurden mit SDS-Probenpuffer und dem entsprechenden Enzym (Endo H : 100 U, 
PNGase F : 100 U; siehe Material und Methoden) versetzt und 3 h lang bei 37°C inkubiert. 
Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des Phophor Imagers.  
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3.2 Proteinchemische Charakterisierung des humanen 
Synphilins in Xenopus-Oozyten 
 
Die verschiedenen cDNA-Konstrukte, die humanes Synphilin kodieren (siehe Material und 
Methoden), wurden zur Untersuchung als cRNA in Xenopus-Oozyten exprimiert und 
proteinchemisch charakterisiert. Neben einem Konstrukt ohne Hexahistidylmotiv, Synphilin-
no-His, wurden Konstrukte hergestellt, die eine solche Sequenz entweder N-terminal oder C-
terminal enthielten, His-Synphilin und Synphilin-His. 
 
3.2.1 His-Synphilin, Synphilin-His und Synphilin-no-His im Vergleich mittels 
SDS-PAGE  
 
Nach Injektion der cRNA in Xenopus-Oozyten erfolgten eine metabolische Markierung mit 
L-[35S]-Methionin über Nacht und am darauffolgenden Tag die Aufreinigung der Proteine 
und deren Darstellung mit Hilfe der SDS-PAGE. In Oozyten exprimiertes humanes 
Synphilin-no-His erschien (Aufreinigung mit Hilfe der Ni2+-NTA-Agarose) weder nach einer 
nativen Elution mit Imidazol bei Raumtemperatur (22°C; Abb. 3.7 A, Spur 3) noch nach einer 
SDS-Elution (56°C; ohne Abb.) auf dem SDS-Polyacrylamidgel. Bei der nativen Elution 
konnte das Protein auf Grund der milden Versuchsbedingungen in seinem nativen Zustand 
erhalten werden und war somit der nativen Analyse mittels BN-PAGE zugängig; dagegen 
wurde das Protein durch die Elution mit SDS und das Erhitzen auf 56°C komplett denaturiert 
und seine dreidimensionale Anordnung weitgehend zerstört. Parkin-no-His, welches ebenfalls 
keine Hexahistidylsequenz besitzt, konnte im Gegensatz zu Synphilin-no-His in einem Teil 
der Experimente aufgereinigt werden, wie in 3.1.2 gezeigt wurde.  
Die Konstrukte His-Synphilin und Synphilin-His wurden beide in den Oozyten in gut 
detektierbarem, aber im Vergleich zu His-Parkin in geringerem Ausmaß synthetisiert (Abb. 
3.7 B, Spuren 2 und 3). Sie erschienen nach SDS-Elution jeweils als 96 kDa große Bande (mit 
leichter Abweichung von der theoretischen Masse von 101 kDa, ExPASy) auf dem SDS-
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Polyacrylamidgel. Synphilin-His wurde in einer etwas größeren Menge synthetisiert als His-
Synphilin. Der Unterschied der Expression beider Konstrukte war allerdings nicht so 
gravierend wie der zwischen His-Parkin und Parkin-His (siehe 3.1.1). 
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Abb. 3.7 (A) Abb. 3.7 (B): SDS-PAGE zur Darstellung von Synphilin-no-His bzw. zur 
Darstellung des Vergleichs von His-Synphilin mit Synphilin-His. Mit den angegebenen 
cRNAs injizierten Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend 
wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Ni2+-
Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution erfolgte nativ. Die Abbildungen zeigen das 
Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
 
3.2.2 Koexpression von Synphilin, Parkin und His-Ubiquitin / GST-Ubiquitin: 
Ein weiterer Versuch, die Ubiquitinierung von Synphilin durch Parkin zu zeigen 
 
Es ist bekannt, dass Synphilin ubiquitiniert werden kann (Chung et al., 2001). Parkin ist eine 
Ligase, die die Fähigkeit besitzt, die kovalente Anheftung von Ubiquitin an Synphilin zu 
vermitteln. Um die Interaktion zwischen diesen drei Proteinen Parkin, Synphilin und 
Ubiquitin, zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Arten der Affinitätschromatografie 
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verwendet, die beide bereits vorgestellt wurden. Zum einen kam die Ni2+-NTA-Agarose zur 
Aufreinigung hexahistidylmarkierter Proteine zum Einsatz. Eine Gruppe von Oozyten wurde 
mit den cRNAs für die drei Proteine Parkin, Synphilin und Ubiquitin injiziert, wobei nur das 
Ubiquitin-Konstrukt ein Hexahistidylmotiv besaß. Über Nacht erfolgte die bereits 
beschriebene Markierung mit L-[35S]-Methionin. Am folgenden Tag wurden die 
synthetisierten Proteine mit Hilfe der Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. Auf dem SDS-
Polyacrylamidgel (Abb. 3.3, Spur 2 und 3) erkennt man His-Ubiquitin als 9 kDa große Bande 
(ExPASy 9 kDa). Parkin, Synphilin oder ubiquitinierte Proteinformen, welche eine 
höhermolekulare Masse hätten, sind jedoch nicht zu erkennen. Ein Grund dafür, dass kein 
ubiquitiniertes Protein gezeigt werden konnte, könnten Deubiquitinierungsvorgänge innerhalb 
der Zelle sein. Um ein Abspalten von Ubiquitin durch Hydrolasen zu verhindern, wurde eine 
Hitzeinaktivierung durchgeführt (Erhitzen des Detergenzextrakt auf 95°C). Jedoch auch diese 
Maßnahme ermöglichte es nicht, ubiquitiniertes Parkin oder Synphilin zu zeigen. 
In einem anderem Ansatz wurde anstatt der Ni2+-NTA-Agarose die GSH-Sepharose für 
einen GST-Pulldown verwendet. Diese Gruppe von Oozyten wurde mit dem Fusionsprotein 
GST-Ubiquitin vorinjiziert und nach ca. einer Stunde in ORi mit der cRNA von Parkin-no-
His bzw.Parkin-no-His und Synphilin-no-His nachinjiziert. Eine zusätzliche Gruppe wurde 
ausschließlich mit GST-Ubiquitin injiziert. Spur 2 auf dem SDS-Polyacrylamidgel (Abb. 3.4) 
lässt zwar geringe Mengen an Parkin, nicht jedoch Synphilin oder ubiquitinierte 
höhermolekulare Formen dieser beiden Proteine erkennen.  
Es gelang also weder mittels Expression von His-Ubiquitin noch mittels Verwendung des 
rekombinanten Fusionsprotein GST-Ubiquitin, eine kovalente Bindung zwischen Ubiquitin 
und Parkin-no-His bzw. Synphilin-no-His darzustellen. 
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3.2.3 Vergleich von Synphilin koexprimiert mit Wildtyp-Parkin und den Parkin-
Mutanten C421A-Parkin und C431A-Parkin  
 
Chung et al. zeigten, dass der Austausch der Aminosäuren Cystein421 und Cystein431 jeweils 
gegen Alanin die Interaktion zwischen Parkin und Synphilin verstärkt (Chung et al., 2001), so 
dass Synphilin zusammen mit Parkin isoliert werden kann. Die Aminosäuren Cystein421 und 
Cystein431 befinden sich innerhalb des C-terminalen Ring1-IBR-Ring2-Motivs, welches für 
die Interaktion von Parkin mit seinen Zielproteinen eine essentielle Rolle spielt. In den bereits 
gezeigten Versuchen konnte eine Interaktion zwischen dem Parkin-Wildtyp und Synphilin 
nicht sicher nachgewiesen werden. Um die möglicherweise zu schwache Interaktion zwischen 
Wildtyp-Synphilin und Wildtyp-Parkin zu verstärken, wurden die von Chung et al. 
beschriebenen Punktmutationen in die Parkin-Konstrukte gesetzt. Die Konstrukte C421A-
Parkin bzw. C431A-Parkin wurden zusammen mit Synphilin-His über ihre cRNA in Xenopus-
Oozyten koexprimiert.  
Parkin-no-His erschien nach SDS-PAGE und Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des 
PhosphorImagers (Abb. 3.8, Spur 3) neben Synphilin-His auf dem SDS-Polyacrylamidgel, 
wie es auch bei der Koexpression von His-Synphilin und Parkin-no-His beobachtet werden 
konnte (s. Abb. 3.2 A). Die Parkin-Mutanten (Abb. 3.8, Spuren 4 und 5) erschienen nicht 
zusammen mit Synphilin-His. Außerdem unterschieden sich die Banden von Synphilin nicht 
in ihrer Stärke oder Intensität voneinander, ob mit Parkin-Wildtyp, -Mutante oder alleine 
exprimiert. Somit konnten die Beobachtungen von Chung et al. mit Hilfe dieser Versuche 
nicht bestätigt werden. 
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Abb. 3.8: SDS-PAGE zur Darstellung von Synphilin-His koexprimiert mit dem Wildtyp-
Parkin-no-His und den Parkin-Mutanten C421A-Parkin-no-His und C431A-Parkin-no-
His. Mit den angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin 
markiert. Ferner erfolgte eine Chase-Phase von 24h. Anschließend wurden die Proteine aus 
einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie 
gereinigt. Die Elution erfolgte nativ. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Quantifizierung 
mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
3.2.4 Koexpression von Synphilin und den GlyR-Untereinheiten α1 und α3  
 
Es wurde jeweils die lange Spleissvariante der α1- und α3- Untereinheit des GlyRs alleine und 
zusammen mit Synphilin-no-His injiziert, wobei die GlyR-Rezeptoruntereinheiten eine C-
terminale Hexahistidylsequenz besaßen. Die GlyR-Untereinheiten α1 und α3 erschienen nach 
Tricin-PAGE als ~46 kDa große Banden auf dem SDS-Tricin-Polyacrylamidgel (Abb. 3.9, 
Spuren 2, 3 bzw. 4, 5). Zusätzlich zu den ungespaltenen Rezeptoruntereinheiten waren die ca. 
37 und 14 kDa großen Spaltprodukte zu sehen. Synphilin-no-His erschien in diesem Versuch 
nicht zusätzlich auf dem SDS-Tricin-Polyacrylamidgel. Somit konnte mit Hilfe dieses 
Versuchs keine direkte Interaktion zwischen Synphilin und der GlyR-α1-Untereinheit bzw. 
der GlyR-α3-Untereinheit nachgewiesen werden. 
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Abb. 3.9: SDS-Tricin-PAGE zur Darstellung der Koexpression von Synphilin und den 
GlyR-Untereinheiten α1 und α3. Mit den angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden 
über Nacht mit [35S]-Methionin markiert (l = long). Ferner erfolgte eine Chase-Phase von 
24h. Anschließend wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der 
Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution erfolgte nativ. Die Abbildung 
zeigt das Ergebnis autoradiografischer Detektion. 
 
 
3.3 Proteinchemische Charakterisierung des humanen 
ionotropen Glyzinrezeptors nach Expression in Xenopus-
Oozyten  
 
3.3.1 Darstellung des dissoziierten bzw. des assemblierten Zustands der GlyR-
α1-Untereinheit mittels Tricin- bzw. BN-PAGE 
 
Die verschiedenen α-Untereinheiten des humanen GlyRs formen nach Expression in 
Xenopus-Oozyten homomere Pentamere. Die β-Untereinheit kann nicht alleine sondern nur in 
Kombination mit der α-Untereinheit zu einem funktionellen Rezeptor assemblieren. 
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Nach Abspaltung des 28 Aminosäure langen N-terminalen Signalpeptids im Lumen des 
Endoplasmatischen Reticulums besteht die α1-Untereinheit aus 421 Aminosäuren. An der 
Plasmamembran assemblieren diese Untereinheiten zu einem insgesamt 260 kDa 
umfassenden homomeren Pentamer. Zur Aufreinigung der GlyR-α1-Untereinheit mittels Ni2+-
NTA-Agarose wurde der C-Terminus mit einem Hexahistidylmotiv versehen. Für die 
modifizierte α1-Untereinheit mit 427 Aminosäuren ergibt sich theoretisch eine Masse von 49 
kDa. Nach Aufreinigung des Proteins (Abb. 3.10 A) und Auftrennung mittels SDS-Tricin-
PAGE erschien die GlyR-α1-Untereinheit auf dem SDS-Tricin-Polyacrylamidgel mit einer 
molekularen Masse von ~44 kDa. Innerhalb der Zelle wird diese Rezeptoruntereinheit in zwei 
Fragmente gespalten, wobei diese theoretisch jeweils 35 kDa und 13 kDa groß sind. Auch 
diese Abbauprodukte des Rezeptors sind auf dem SDS-Tricin-Polyacrylamidgel zu sehen, 
wobei ihre Massen hier ~37 und ~13 kDa betragen. 
Zur Untersuchung des Oligomerzustandes des homomultimeren GlyRs wurde die BN-
PAGE-Analyse des unter nicht-denaturierenden Bedingungen isolierten Proteins angewendet. 
Die metabolische Markierung mit L-[35S]-Methionin erfolgte über Nacht. Der so markierte 
GlyR erschien nach Auftrennung als scharfe Bande mit ca. 280 kDa, was einer oligomeren 
Struktur entspricht (Abb. 3.10 B). Man konnte eine weitere Bande erkennen, die eine 
molekulare Masse von ca. 600 kDa hat. Sie stellt vermutlich eine dekamere Struktur des 
Rezeptors dar. Diese aus zehn Untereinheiten bestehende Struktur entsteht möglicherweise 
dann, wenn sich zwei pentamere GlyRs zusammenlagern. Nach Inkubation mit 0,1% SDS, 
das nicht-kovalente Interaktionen zwischen den einzelnen Rezeptoruntereinheiten zerstört, 
traten vier zusätzliche Banden auf. Sie stellen die monomere (ca. 50 kDa), dimeren (ca. 110 
kDa), trimeren (ca. 165 kDa) und tetrameren (ca. 220 kDa) Formen des Rezeptors dar; 
entsprechend kann dem nicht-denaturierten Rezeptor ein pentamerer Zustand zugeordnet 
werden (Abb. 10 C). 
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Abb. 3.10 (A) bzw. Abb. 3.10 (B): SDS-Tricin-PAGE zur Darstellung der GlyR-α1-
Untereinheit bzw. BN-PAGE zur Darstellung des Oligomerzustandes des 
homomultimeren GlyRs. Mit den angegebenen cRNAs injizierte und nicht-injizierte 
(Kontroll-)Oozyten wurden 4 Stunden mit [35S]-Methionin markiert, daraufhin folgte eine 
36stündige Chase-Phase. Anschließend wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% 
Digitonin) der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Es erfolgte eine native 
Elution. (A) Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. (B) 
Aliquote der Eluate wurden mit BN-Probenpuffer versetzt und entweder sofort aufgetragen 
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oder zuvor unter Zusatz von SDS wie angegeben 1 h lang bei 37°C inkubiert. Die 
Auftrennung erfolgte mittels BN-PAGE (4-16% Acrylamid). Ergebnis nach Detektion der 
Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. (C) Quantitative Darstellung der angegebenen 
Spuren der Abbildung 3.13 B durch PhosphorImager-Analyse.  
 
 
3.3.2 Koexpression der GlyR-α1-Untereinheit mit His-Ubiquitin 
 
Büttner et al. haben mittels Radioiodierung der Plasmamembran gezeigt, dass der GlyR an der 
Zelloberfläche ubiquitiniert werden kann. Um die Ubiquitinierung auch nach metabolischer 
Markierung darstellen zu können, wurden His-Ubiquitin und die GlyR-α1-Untereinheit 
koexprimiert und nach metabolischer Markierung mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatografie 
aufgereinigt.  
Bei der Koexpression von GlyR-α1-no-His und His-Ubiquitin erschien His-Ubiquitin als 
~9 kDa große Bande auf dem SDS-Tricin-Polyacrylamidgel (Abb. 3.11). Der GlyR-α1-no-His 
erschien nicht zusätzlich, konnte also nicht in signifikanten Mengen über His-Ubiquitin 
koisoliert werden. Um auszuschließen, dass dieses Fehlen eines Adduktes auf ein rasche 
zytoplasmatische Deubiquitinierung durch Hydrolasen zurückzuführen ist (s. 3.1.2), wurde 
versucht mittels Hitzeinaktivierung dieser Hydrolasen (Erhitzen des Detergenzextraktes auf 
95°C, Abb. 3.11, Spur 5) ubiquitinierte GlyR-α1-Untereinheiten in der Zelle anzureichern und 
mittels SDS-PAGE und Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers 
darzustellen. Allerdings erschien His-Ubiquitin auch nach dieser Vorbehandlung ohne die α1-
Untereinheit auf dem SDS-Tricin-Polyacrylamidgel. 
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Abb. 3.11: SDS-Tricin-PAGE zur Darstellung der Koexpression von His-Ubiquitin und 
GlyR-α1-no-His. Mit den angegebenen cRNAs injizierte und nicht-injizierte (Kontroll-) 
Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Daraufhin folgte eine 24stündige 
Chase-Phase. Anschließend wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) 
der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt, wobei der Homogenisierungspuffer der 
Gruppe 5 vor Zugabe der Oozyten auf 95°C erhitzt wurde und anschließend die gewaschenen 
Oozyten in diesem Puffer homogenisiert wurden. Die Elution erfolgte mittels 
Tricinprobenpuffer. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit 
Hilfe des PhosphorImagers. 
 
3.3.3 Koexpression der GlyR-α1-Untereinheit mit GST-Ubiquitin bzw. GST     
 
Um wie bei den bereits gezeigten Experimenten mit Parkin eine größere Menge an exogenem 
Ubiquitin anzubieten als durch cRNA-Injektion von His-Ubiquitin möglich ist, wurden die 
Xenopus-Oozyten mit rekombinantem GST-Ubiquitin vorinjiziert. Als zusätzliche 
Kontrollgruppe neben einer Gruppe nicht injizierter Oozyten wurde hier eine Gruppe Oozyten 
einzig mit GST-Anteil, das heißt, GST ohne fusioniertes Ubiquitin, injiziert. Anschließend 
wurde die cRNA der GlyR-α1-Untereinheit nachinjiziert. Die metabolische Markierung der 
Oozyten-Gruppen erfolgte in diesem Versuch über Nacht. Am folgenden Tag wurde die eine 
Hälfte der Gruppe nach Waschen in Ca2+-freiem ORi auf Eis aufbewahrt. Dadurch sollten 
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sämtliche Stoffwechselvorgänge auf zellulärer Ebene unterbunden werden. Die zweite Hälfte 
der Gruppe wurde für weitere 24 Stunden in ORi-Gentamicin nachinkubiert. Bei der 
Aufarbeitung am nächsten Tag wurde statt Ni2+-NTA-Agarose nun Glutathion-Sepharose 
verwendet.  
Nach SDS-PAGE (Abb. 3.12) erscheinen auf dem SDS-Polyacrylamidgel in den Spuren 3 
und 4 (GST + GlyR-α1-His) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Spur 2) der nicht injzierten 
Oozyten keine GlyR-spezifischen Banden. Die GlyR-α1-Untereinheit wird daher nicht mit 
GST koisoliert. Dagegen erscheint bei der Koexpression der GlyR-α1-Untereinheit zusammen 
mit GST-Ubiquitin eine Bande mit einer molekularen Größe von ~48 kDa (Abb. 3.12, Spuren 
5 und 6), die mit der theoretischen molekularen Masse des GlyRs übereinstimmt. Es konnte 
demnach durch Aufreinigung mittels Glutathion-Sepharose über das GST-Ubiquitin die 
GlyR-α1-Untereinheit koisoliert werden. Die Tatsache, dass GlyR-α1-His nicht mit GST 
alleine, sondern nur mit GST-Ubiquitin aufgereinigt wird, lässt den Schluss zu, dass die für 
die Isolierung der GlyR-α1-Untereinheiten notwendige Protein-Protein-Interaktion zwischen 
Ubiquitin und dem GlyR
 
stattfand. 
Zusätzlich zu der 48 kDa großen GlyR-α1-Bande erkennt man eine ~85 kDa große Bande 
bei der Koexpression von α1 und GST-Ubiquitin, die ebenfalls bei der Koexpression von α1 
und GST fehlt. Diese Proteinmasse von ~85 kDa entspricht rechnerisch ungefähr einem 
„GST-Ubiquitin-α1-Addukt“, welches sich zusammensetzt aus 38,5 kDa für das GST-
Ubiquitin und 48 kDa für die GlyR-α1-Untereinheit. Die theoretisch errechnete Gesamtmasse 
von 86,5 kDa stimmt sehr gut mit der hochmolekularen Bande in Abb. 3.12 überein. Das ~87 
kDa große Addukt wurde also auf Grund der Wechselwirkung zwischen dem GST-Ubiquitin 
und der Glutathion-Sepharose isoliert, wobei GST-Ubiquitin kovalent an die GlyR-α1-
Untereinheit gebunden ist. Der ubiquitinierte GlyR bzw. das GlyR-α1-Ubiquitin-Addukt ist 
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bereits bekannt und wurde von Büttner et al. beschrieben. Neu ist allerdings die zusätzlich 
isolierte, nicht kovalent gebundene GlyR-α1-Untereinheit.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12: SDS-PAGE zur Darstellung der Expression von GlyR-α1-His in GST-
Ubiquitin- bzw. GST-vorinjizierten Oozyten – Darstellung des GlyR-α1-GST-Ubiquitin-
Adduktes. Mit GST bzw. GST-Ubiquitin-Fusionsprotein vorinjizierte Oozyten wurden nach 
einer Stunde mit den angegebenen cRNAs nachinjiziert bzw. nicht nachinjiziert (Kontroll-
Oozyten). Die Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Die Gruppen 2, 3 
und 5 wurden daraufhin auf Eis aufbewahrt, für die Gruppen 4 und 6 wurde eine 24stündige 
Chase-Phase angeschlossen. Anschließend wurden die Proteine aus dem Detergenzextrakt 
(1% Digitonin) der Zellen mit Hilfe der Glutathion-Sepharose gereinigt. Die Elution erfolgte 
mit SDS-Probenpuffer. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität 
mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
Da die Menge an isoliertem Addukt auf den SDS-Polyacrylamidgelen gering ist, folgten 
Versuche zur Erhöhung der Menge an ubiquitiniertem GlyR. Mittels Inhibition zytosolischer 
Deubiquitinierungsvorgänge wurde versucht, eine größere Menge an Addukt zu erhalten 
(Abb. 3.13). Zum einen wurde NEM (N-Ethylmaleimid) während der Homogenisierungs-
Phase eingesetzt. NEM wirkt inaktivierend auf viele Hydrolasen. Hydrolasen sind Enzyme, 
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-
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welche die Abspaltung von Ubiquitin von seinen Zielproteinen katalysieren. Weiterhin wurde 
Lactacystin, einen Proteasom-Inhibitor, welcher ubiquitiniertes Protein durch verminderten 
Abbau durch das Proteasom anreichern sollte, gebraucht. Diese Substanz war dem Medium in 
der Pulse-Phase, während die Oozyten metabolisch mit L-[35S]-Methionin markiert werden, 
zugesetzt. Als Drittes diente Ubiquitin-Aldehyd. Das rekombinante Ubiquitin-Aldehyd wurde 
zusammen mit GST-Ubiquitin in Xenopus-Oozyten vorinjiziert, nach einer Stunde wurde 
dann die jeweilige cRNA nachinjiziert. Als falsches Substrat gilt Ubiquitin-Aldehyd als 
spezifischer Inhibitor von Ubiquitinhydrolasen. Abb. 3.13 zeigt die verschiedenen Ansätze in 
einem Versuch. Die Adduktmenge ist in keinem der drei Ansätze erhöht. Somit war es nicht 
möglich, größere Mengen des GST-Ubiquitin-α1-Adduktes zu gewinnen. 
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Abb. 3.13 SDS-PAGE zur Darstellung des GlyRs nach Behandlung mit NEM, 
Lactazystin und Ubiquitin-Aldehyd. Mit GST-Ubiquitin-Fusionsprotein (Gruppe 6 
zusätzlich Ubiquitin-Aldehyd) vorinjizierte Oozyten wurden nach einer Stunde mit GlyR-α1-
cRNA nachinjiziert. Die Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. 
Anschließend wurden die Proteine aus dem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen 
mittels Glutathion-Sepharose gereinigt. Die Elution erfolgte mit SDS-Probenpuffer. NEM 
wurde in einer Endkonzentration von 5 mM sowohl während des Homogenisierens als auch in 
der darauf folgenden Inkubationsphase verwendet. Lactazystin wurde während der Pulse-
Phase eingesetzt (1 µl einer 5 mM Stocklösung auf eine Gruppe von 12 Oozyten). Ubiquitin 
(Ub)-Aldehyd wurde in einer Konzentration von 1,7 mg/ml zusammen mit GST-Ubiquitin in 
die Oozyten vorinjiziert. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität 
mit Hilfe des PhosphorImagers. 
  
 
Abb. 3.14 zeigt einen Versuch, in welchem zur Proteingewinnung sowohl die 
Affinitätschromatografie mit Glutathion-Sepharose als auch die mit Ni2+-NTA-Agarose 
angewendet wurden. Beim Vergleich der jeweils isolierten Menge an Protein wird deutlich, 
dass mittels GST-Ubiquitin und Glutathion-Sepharose (Gruppe 1 bzw. Spuren 2 und 3) 
weitaus weniger Protein isoliert werden kann als mittels Hexahistidylsequenz und Ni2+-NTA-
Agarose (Gruppe 2 bzw. Spuren 4 und 5). Darüber hinaus fällt auf, dass mittels GST-
Ubiquitin neben dem Addukt die ungespaltene 48 kDa große GlyR-α1-Untereinheit, jedoch 
nicht die 35 und 13 kDa großen Spaltfragmente isoliert werden können. Diese werden 
dagegen über Aufreinigung der Hexahistidylmarkierten Proteine mittels Ni2+-NTA-Agarose 
darstellbar.  
Vom GlyR-Gesamtprotein interagiert insgesamt also nur ein geringer Teil mit GST-
Ubiquitin und kann über diese Interaktion isoliert werden. GST-Ubiquitin interagiert nicht mit 
den Abbauprodukten des GlyRs, die gebildet werden, nachdem der Rezeptor die 
Plasmamembran mittels Internalisierung verlassen hat.  
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 62
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14: Tricin-PAGE zur Darstellung der Affinitätschromatografie sowohl mit 
Glutathion-Sepharose (Gruppe 1) als auch mit Ni2+-NTA-Agarose (Gruppe 2). Mit GST-
Ubiquitin-Fusionsprotein vorinjizierte Oozyten wurden nach einer Stunde mit GlyR-α1-His-
cRNA nachinjiziert. Die Oozyten wurden 4 Stunden mit [35S]-Methionin markiert. Daraufhin 
wurde eine 36stündige Chase-Phase angeschlossen. Anschließend wurden die Proteine aus 
dem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen erst mit Hilfe von Glutathion-Sepharose und 
danach mittels Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution der Glutathion-Sepharose 
erfolgte mit SDS-Probenpuffer, die der Ni2+-beads nativ. Die Abbildung zeigt das Ergebnis 
nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
 
3.3.4 Charakterisierung des GlyR-α1 und des Ubiquitin-α1-Adduktes mittels 
GST-Pulldown in Abhängigkeit von der Anzahl der Lysinreste in der 
zytoplasmatischen Schleife des GlyRs 
 
Eine Möglichkeit, die die Koisolation der nicht kovalent an Ubiquitin gebundenen GlyR-α1-
Untereinheit erklärt, ist folgende: GlyR-α1-Untereinheiten assemblieren im Endo-
plasmatischen Reticulum, wie bereits erläutert, zu Homopentameren. Würden nun nur 
einzelne der fünf Untereinheiten eines Homopentamers über die zytoplasmatisch lokalisierten 
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Lysine ubiquitiniert und der Rezeptor als Pentamer über Glutathion-Sepharose aufgereinigt 
werden, würde sich nach SDS-PAGE und Detektion der Radioaktivität auf dem SDS-
Polyacrylamidgel sowohl ein ~87 kDa großes Addukt als auch die 48 kDa große GlyR-α1-
Untereinheit darstellen lassen. Eine andere Möglichkeit wäre die, dass die in Abb. 3.12 
gezeigte GlyR-α1-Untereinheit des ~87 kDa großen Adduktes und die nicht mit Ubiquitin 
kovalent verknüpfte 48 kDa große GlyR-α1-Untereinheit nicht Teil ein und desselben 
Rezeptors sind und letztere über nicht-kovalente Wechselwirkungen mit GST-Ubiquitin 
isoliert wurde. Diese nicht-kovalenten Wechselwirkungen könnten unabhängig von den 
Lysinresten der zytoplasmatischen T3-T4-Schleife sein.  
Um das ~87 kDa große Addukt sowie die koisolierten GlyR-α1-Untereinheiten nach 
Reinigung mittels Glutathion-Sepharose besser zu charakterisieren, wurden im weiteren 
Verlauf Versuche mit GlyR-α1-Mutanten durchgeführt. Büttner et al. haben mittels 
Radioiodierung bereits gezeigt, dass der GlyR-α1 an der Plasmamembran ubiquitiniert wird 
(Büttner et al., 2001). Diese Reaktion wird aller Wahrscheinlichkeit nach über einen oder 
mehrere der zehn Lysinreste der zytoplasmatischen Schleife der α1-Untereinheit ermöglicht. 
Um die Beteiligung dieser Lysinreste bei der Koisolierung von GlyR-α1-Untereinheiten zu 
klären, wurden GlyR-α1-Mutanten mit unterschiedlicher Zahl an Lysinresten in der T3-T4-
Schleife in Oozyten exprimiert. Die entsprechenden Konstrukte, die anstelle der 10 Lysinreste 
der Wildtyp-α1-Untereinheit nur noch fünf Lysine (noK+5) bzw. 1 Lysin (noK+1) oder gar 
kein Lysin in der T3-T4-Schleife enthalten, wurden freundlicherweise von Dipl.-Biochem. 
Sven Sadtler zur Verfügung gestellt. 
Somit folgten Versuche mit Expression der drei GlyR-α1-Konstrukte noK+5, noK+1 
sowie noK in Xenopus-Oozyten, welche jeweils mit GST-Ubiquitin vorinjiziert wurden. K ist 
der Einbuchstabencode für die Aminosäure Lysin. Die ursprüngliche Aminosäure Lysin 
wurde konservativ gegen Arginin ausgetauscht in der Annahme, dass diese Mutation keine 
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Änderung der korrekten dreidimensionalen Struktur des GlyRs nach sich zöge, da sowohl 
Arginin als auch Lysin proteinogenen Aminosäuren mit einer positiv geladenen Seitenkette 
sind.  
Abb. 3.15 zeigt wieder das ~87 kDa große Addukt aus dem α1-Wildtyp und GST-
Ubiquitin sowie die 48 kDa große GlyR-α1-Untereinheit. Weiterhin sind die Ergebnisse der 
Koexpression von GST-Ubiquitin und den drei verschiedenen GlyR-α1-Konstrukten noK+5, 
noK+1, noK in dieser Abbildung enthalten. Es fällt auf, dass die Menge an isoliertem Addukt 
abnimmt, je weniger Lysinreste die zytoplasmatische Schleife des GlyRs besitzt. Die Menge 
der 48 kDa großen nicht-kovalent gebundenen GlyR-α1-Untereinheit bleibt dagegen konstant. 
Dieser Befund spricht dafür, dass die Koisolierung der nicht-kovalent gebundenen 48 kDa 
großen GlyR-α1-Untereinheit unabhängig von den Lysinresten erfolgt und diese α1-
Untereinheit nicht Teil des pentameren Komplexes ist, welcher das kovalent gebundene GST-
Ubiquitin trägt. Gleichzeitig bestätigt das Verschwinden des GST-Ubiquitin-GlyR-α1-
Adduktes in Abhängigkeit von der Zahl der Lysinreste, dass die Adduktbildung ausschließlich 
über die zytoplasmatischen Lysinreste vermittelt wird. Daraus folgt, dass diese beiden GlyR-
α1-Untereinheiten, zum einen die nicht-kovalent gebundene 48 kDa große GlyR-α1-
Untereinheit und zum anderen die GlyR-α1-Untereinheit, die Bestandteil des GST-Ubiquitin-
α1-Adduktes ist, nicht Teil ein und desselben pentameren Rezeptorkomplexes sind, sondern 
aufgrund von unterschiedlichen Wechselwirkungen koisoliert werden, lysinabhängig und 
lysinunabhängig.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 65
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15: SDS-PAGE zur Darstellung der Expression des GlyR-α1-His sowie der GlyR-
Mutanten Y339A-α1-His noK+5, Y339A-α1-His noK+1 und Y339A-α1-His noK in GST-
Ubiquitin-vorinjizierten Oozyten. Mit GST-Ubiquitin-Fusionsprotein vorinjizierte Oozyten 
wurden nach einer Stunde mit den angegebenen cRNAs nachinjiziert. Die Oozyten wurden 
über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend wurden die Proteine aus dem 
Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen mit Hilfe von Glutathion-Sepharose gereinigt. 
Die Elution erfolgte mit SDS-Probenpuffer. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion 
der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 3.3.5 Charakterisierung des Ubiquitin-α1-Adduktes mittels Deglykosylierung 
 
Büttner et al. haben gezeigt, dass die Ubiquitinierung der GlyR-α1-Untereinheit an der 
Plasmamembran stattfindet. Nach den obigen Ergebnissen stellte sich die Frage der 
subzellulären Lokalisation dieser beiden GlyR-Untereinheiten und der Ort ihrer Bindung an 
GST-Ubiquitin. Um diese Lokalisationen genauer zu charakterisieren, wurden 
Deglykosylierungsversuche angeschlossen. Die im Ergebnisteil 3.1.5 bereits vorgestellte 
Technik des Deglykosylierens war in diesem Zusammenhang von Nutzen, da durch den 
Gebrauch von Endoglucosidasen unterschiedlicher Spezifität zwischen einfach- und komplex-
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glykosylierten Rezeptorformen unterschieden und somit die subzelluläre Lokalisation der 
einzelnen GlyR-α1-Untereinheiten eingegrenzt werden konnte. Wie die 5HT3- und nAChR-
Rezeptoruntereinheiten (s. 3.1.5) besitzt die GlyR-α1-Untereinheit, die ebenfalls ein 
Glykoprotein ist, eine Oligosaccharidkette, welche durch Behandlung mit den Enzymen 
Endoglycosidase H (Endo H) und Peptid:N-Glycosidase F (PNGase F) abgespalten werden 
kann.  
Um der Frage nachzugehen, welchem subzellulären Kompartiment das Addukt sowie der 
nicht-kovalent gebundene GlyR-α1 zuzuordnen sind, eignete sich diese Technik somit 
besonders gut. Aufgrund der Isolierung mit Hilfe von GST-Ubiquitin war (analog der 
Ergebnisse von Büttner et al.) für das Addukt die plasmamembranständige, 
komplexglykosylierte Form zu erwarten. Für die 48 kDa große nicht-kovalent an Ubiquitin 
gebundene GlyR-α1-Untereinheit waren theoretisch beide Ergebnisse möglich, EndoH-
Resistenz sowie EndoH-Empfindlichkeit. 
Abb. 3.16 zeigt das Ergebnis einer Deglykosylierung. Die Bande des Adduktes ist 
EndoH-resistent und liegt damit in der komplexglykosylierten Form vor, wie das für einen 
GlyR zu erwarten ist, welcher selektiv an der Plasmamembran ubiquitiniert wird. Die nicht 
kovalent an Ubiquitin gebundene α1-Untereinheit erwies sich dagegen als EndoH-
empfindlich. Sie liegt also in der Hoch-Mannose-Form vor und stammt möglicherweise aus 
dem Endoplasmatischen Reticulum.  
Der mittels Deglykosylierung erbrachte Beleg, dass das Addukt, also der GlyR-α1 
kovalent verknüpft mit GST-Ubiquitin, von der Plasmamembran stammt, sowie die mittels 
Mutanten-Versuchen erbrachte Bestätigung, dass die Menge an ubiquitiniertem GlyR-α1-
GST-Ubiquitin-Addukt abnimmt, sobald die zytoplasmatische Schleife weniger Lysin-Reste 
beinhaltet, liefern erstmals direkte Evidenz für die Vermutungen von Büttner et al., dass der 
GlyR an der Plasmamembran über seine zytoplasmatischen Lysine ubiquitiniert wird. 
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Abb. 3.16: SDS-PAGE zur Darstellung des Glykosylierungsstatus des GlyR-α1 sowie des 
GlyR-α1-GST-Ubiquitin-Adduktes. Mit GST-Ubiquitin-Fusionsprotein vorinjizierte 
Oozyten wurden nach einer Stunde mit den angegebenen cRNAs nachinjiziert. Die Oozyten 
wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend wurden die Proteine aus dem 
Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen mit Hilfe von Glutathion-Sepharose gereinigt. 
Die Elution erfolgte mit SDS-Probenpuffer. Aliquote der Eluate wurden mit SDS-
Probenpuffer und dem entsprechenden Enzym (Endo H : 100 U, PNGase F : 100 U; siehe 
Material und Methoden) versetzt und 3 h lang bei 37°C inkubiert. Die Abbildung zeigt das 
Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
 
3.3.6 Charakterisierung des Ubiquitin-α1-Adduktes mittels BN-PAGE 
 
Um den Assemblierungszustand sowohl des komplex-glykosylierten, plasmamembran-
ständigen Adduktes als auch der 48 kDa großen α1-Untereinheit aus dem Endoplasmatischen 
Reticulum darzustellen, wurde die BN-PAGE-Technik verwendet. Auf dem in Abb. 3.17 
gezeigten BN-Gel ist auf der linken Hälfte (Spuren 1-4) das Ergebnis der Aufreinigung 
mittels Glutathion-Sepharose, rechts das mittels Ni2+-NTA-Agarose des gleichen 
Detergenzextraktes der Oozyten dargestellt. Dabei erfolgte die Aufreinigung der Proteine 
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dieses Detergenzextraktes zuerst mit Glutathion-Sepharose, anschließend dann mit Ni2+-NTA-
Agarose. Die BN-PAGE zeigt, dass der über Ni2+-NTA-Affinitätschromatografie 
aufgereinigte α1-GlyR praktisch quantitativ als Pentamer vorlag, wie in 3.3.1 bereits gezeigt 
wurde. Nach der Aufreinigung mit Glutathion-Sepharose und Denaturierung mit 0,1% SDS 
erkennt man keine scharfen Banden sondern nur diffus verteilte Radioaktivität im 
hochmolekularen Bereich, die nach Behandlung bei 56°C und 1% SDS eine etwas höhere 
elektrophoretische Mobilität zeigte, ohne dass ein identifizierbares α1-GlyR-Monomer 
sichtbar wurde. 
Die Assemblierungszustände der mittels GST-Ubiquitin isolierten GlyRs ließen sich 
somit nicht mit Hilfe der BN-PAGE darstellen. 
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Abb. 3.17: BN-PAGE zur Darstellung des Oligomerzustandes des homomultimeren 
GlyRs und des GlyR-α1-GST-Ubiquitin-Adduktes. Teilweise mit GST-Ubiquitin-
Fusionsprotein vorinjizierte Oozyten wurden nach einer Stunde mit GlyR-α1-His-cRNA 
nachinjiziert. Die Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend 
wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Glutathion-
Sepharose (Gruppe 1) bzw. Ni2+-Chelatchromatografie (Gruppe 2) gereinigt. Es erfolgte eine 
native Elution. Aliquote der Eluate wurden mit BN-Probenpuffer versetzt und entweder sofort 
aufgetragen oder zuvor unter Zusatz von SDS wie angegeben 1 h lang bei 37°C inkubiert. Die 
Auftrennung erfolgte mittels BN-PAGE (4-16% Acrylamid). Die Abbildung zeigt das 
Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
3.3.7 Koexpression des GABAA-Rezeptors sowie des neuronalen nikotinischen 
Acetylcholinrezeptors α7 zusammen mit GST-Ubiquitin: Ist die Interaktion 
zwischen GST-Ubiquitin und der GlyR-α1-Untereinheit spezifisch? 
 
Sowohl der GABAA-Rezeptor als auch der α7-nAChR gehören zur gleichen Superfamilie wie 
der GlyR. Um zu überprüfen ob die Interaktion zwischen GST-Ubiquitin und der GlyR-α1-
Untereinheit spezifisch ist, wurden zur Kontrolle die Rezeptoruntereinheiten GABAA-α1, 
GABAA-β2 und α7-nAChR in GST-Ubiquitin-vorinjizierten Xenopus-Oozyten exprimiert.  
Abb. 3.18 zeigt alle untersuchten Rezeptoren in einem Versuch, die GlyR-α1-
Untereinheit, die GABAA-α1- und GABAA-β2-Rezeptoruntereinheiten sowie die α7-nAChR-
Untereinheit. Spur 3 zeigt die koisolierte GlyR-α1-Untereinheit sowie das ~87 kDa große 
Addukt. In Spur 4 erscheint die ~57 kDa große α7-nAChR-Untereinheit (ExPASy 57 kDa). In 
Spur 5 und 6 erkennt man jeweils die GABAA-α1- und GABAA-β2-Rezeptoruntereinheiten. 
GABAA-α1 besitzt eine molekulare Masse von ~50 kDa (ExPASy 53 kDa), während GABAA-
β2 ~54 kDa groß ist (ExPASy 55 kDa). Mit Hilfe von GST-Ubiquitin können also sowohl die 
α7-nAChR-Untereinheit als auch die GABAA-α1- und GABAA-β2-Rezeptoruntereinheiten aus 
Xenopus-Oozyten koisoliert werden. Diese Versuche belegen folglich eine nicht-kovalente 
Interaktion der GABAA-Untereinheiten α1 und β2 sowie der α7-nAChR-Untereinheit mit 
GST-Ubiquitin. 
Neben der Koisolation dieser Rezeptoruntereinheiten mit GST-Ubiquitin war die Frage 
der Adduktbildung zwischen diesen Untereinheiten und GST-Ubiquitin von Interesse. Für ein 
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kovalentes Addukt aus GST-Ubiquitin und der ~57 kDa großen α7-nAChR-Untereinheit 
würde sich eine theoretisch errechnete Masse von ~96 kDa ergeben. Eine Bande eines 
hochmolekularen Proteins von dieser Größe erscheint jedoch nicht zusätzlich zur α7-nAChR-
Untereinheit auf dem SDS-Polyacrylamidgel (Spur 4). Kovalente Addukte der GABAA-
Rezeptoruntereinheiten mit GST-Ubiquitin würden ~91 (GABAA-α1) bzw. ~94 kDa 
(GABAA-β2) betragen. Allerdings ist auch in Spuren 5 und 6 kein Addukt ähnlich dem GST-
Ubiquitin-α1-Addukt erkennbar. Es entsteht also kein kovalentes Addukt zwischen den 
gezeigten Rezeptoruntereinheiten und GST-Ubiquitin, wie es dagegen bei GST-Ubiquitin und 
der GlyR-α1-Untereinheit beobachtet werden konnte. Während diese Versuche also eine 
nicht-kovalente Interaktion der GABAA-Untereinheiten α1 und β2 sowie der α7-nAChR-
Untereinheit mit GST-Ubiquitin belegen, schliessen sie eine kovalente Interaktion dieser 
Proteine miteinander eindeutig aus. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete kovalente 
Adduktbildung zwischen der GlyR-α1-Untereinheit und GST-Ubiquitin ist somit eine GlyR-
spezifische Reaktion. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.18: SDS-PAGE zur Darstellung der Expression des GABAA-Rezeptors sowie des 
neuronalen nikotinischen Acetylcholinrezeptors α7 in GST-Ubiquitin-vorinjizierten 
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Oozyten. Mit GST-Ubiquitin-Fusionsprotein vorinjizierte Oozyten wurden nach einer Stunde 
mit den angegebenen cRNAs nachinjiziert. Die Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-
Methionin markiert. Anschließend wurden die Proteine aus dem Detergenzextrakt (1% 
Digitonin) der Zellen mit Hilfe von Glutathion-Sepharose gereinigt. Die Elution erfolgte mit 
SDS-Probenpuffer. Die Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit 
Hilfe des PhosphorImagers. *, Addukt. 
 
 
3.3.8 Koexpression von GlyR-α1 und Plic-1 bzw. GABARAP 
 
Dem intrazellulär lokalisierten Protein GABARAP wird eine Beteiligung am intrazellulären 
„Trafficking“ des GABAA-Rezeptors zwischen Plasmamembran und zytosolischen 
Kompartimenten zugeschrieben (Kittler et al., 2001). Plic-1 interferiert möglicherweise im 
Ubiquitin-Zyklus. Bekannt ist, dass Plic-1 die Oberflächenexpression des GABAA-Rezeptors 
verstärkt (Bedford et al., 2001) sowie mit der zytoplasmatischen Schleife der GABAA-α1-
Untereinheit interagiert (Nachweis über yeast two-hybrid screening). 
Da der GlyR zur gleichen Superfamilie gehört wie der GABAA-Rezeptor, und da bereits 
Proteine bekannt sind, die sowohl mit dem GlyR als auch mit dem GABAA-Rezeptor 
interagieren (Gephyrin vermittelt die zytoplasmatische Verankerung beider Rezeptoren an der 
Synapse), war von Interesse, ob sich GABARAP oder Plic-1 zusammen mit der GlyR-α1-
Untereinheit isolieren lassen bzw. ob GABARAP oder Plic-1 mit dem intrazellulären 
„Trafficking“ des GlyRs interferieren würden. Zu diesem Zweck wurden die cRNAs der 
Konstrukte der GlyR-α1-Untereinheit sowie GABARAP bzw. Plic-1 in Xenopus-Oozyten 
koinjiziert. Die GlyR-α1-Untereinheit besaß eine C-terminale Hexahistidylsequenz; 
GABARAP und Plic-1 verfügten nicht über ein solches Motiv. Das SDS-Polyacrylamidgel 
(Abb. 3.19) zeigt das Ergebnis dieses Versuches: Spuren 1-3 zeigen die GlyR-α1-
Untereinheit. Neben dem ~48 kDa großen ungespaltenen Rezeptor kann man das mit ~36 kDa 
größere seiner Spaltfragmente erkennen. Das 13 kDa große Spaltfragment das GlyRs ist auf 
Grund seiner geringen molekularen Größe auf diesem Polyacrylamidgel nicht mehr 
vorhanden. Plic-1, welches eine molekulare Masse von 67 kDa besitzt, erscheint nicht 
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zusätzlich zur GlyR-α1-Untereinheit auf dem SDS-Polyacrylamidgel (Spur 2). Ob das 17 kDa 
große GABARAP zusammen mit der GlyR-α1-Untereinheit isoliert werden kann, kann wegen 
seiner geringen Masse anhand dieses Polyacrylamidgels (Spur 3) nicht entnommen werden. 
Eine Analyse der Proben dieses Versuches auf einem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (ohne 
Abbildung) zeigte jedoch, dass GABARAP nicht zusammen mit der GlyR-α1-Untereinheit 
koisoliert wird. Eine Quantifizierung des Versuches ergab keinen Hinweis auf eine Änderung 
der GlyR-Gesamtmenge oder der proteolytische Spaltung des Rezeptors durch Plic-1 bzw. 
GABARAP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.19: SDS-PAGE zur Darstellung der Koexpression von GlyR-α1 mit Plic-1 bzw. 
GABARAP. Mit den angegebenen cRNAs injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-
Methionin markiert. Daraufhin folgte eine 24stündige Chase-Phase. Anschließend wurden die 
Proteine aus einem Detergenzextrakt der Zellen (1% Digitonin) mit Hilfe der Ni2+-
Chelatchromatografie gereinigt. Die Elution erfolgte nativ. Die Abbildung zeigt das Ergebnis 
nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
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3.4 Proteinchemische Charakterisierung des GABAA-
Rezeptors der Ratte nach Expression in Xenopus-Oozyten  
 
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit war der GABAA-Rezeptor neben dem GlyR 
ebenfalls von Interesse, da beide Rezeptoren der gleichen Rezeptor-Superfamilie angehören. 
Um die Untereinheiten des GABAA-Rezeptors in Oozyten proteinchemisch charakterisieren 
zu können, wurde die jeweils gesamte kodierende cDNA der α1-, β2- und γ2-Untereinheiten 
des GABAA-Rezeptors der Ratte in den laboreigenen Oozyten-Vektor pNKS4 umkloniert 
(siehe Material und Methoden). α1-, β2- und γ2 sind die am häufigsten anzutreffenden 
GABAA-Rezeptor-Untereinheiten im Zentralnervensystem von Säugetieren.  
 
 
3.4.1 Darstellung des dissoziierten bzw. assemblierten Zustands des GABAA-
Rezeptors mittels SDS-PAGE und BN-PAGE 
 
Die α1-, β2- und γ2-Untereinheiten des GABAA-Rezeptors wurden einzeln und in Kombination 
über cRNA-Injektion in Xenopus-Oozyten exprimiert und nach metabolischer Markierung mit 
L-[35S]-Methionin mittels Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt. 
Nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers zeigt das SDS-
Polyacrylamidgel (Abb. 3.20) scharfe Banden für die GABAA-α1-Untereinheit (Spur 2, 
molekulare Größe von 50 kDa) sowie für die GABAA-β2-Untereinheit (Spur 3, molekulare 
Größe von ~54 kDa). Die GABAA-γ2-Untereinheit erscheint aufgrund einer zu geringen 
Expression nicht auf dem SDS-Polyacrylamidgel.  
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Abb. 3.20: SDS-PAGE zur Darstellung der GABAA-Untereinheiten α1, β2und γ2. Mit 
cRNA (GABAA-α1-His-pNKS4, GABAA-β2-His-pNKS4, GABAA-γ2-His-pNKS4) injizierte 
Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert. Anschließend wurden die Proteine 
aus einem Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie 
gereinigt. Es erfolgte eine native Elution. Die Abbildung das Ergebnis nach Detektion der 
Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers. 
 
Um den Oligomerzustand dieser GABAA-Untereinheiten darstellen zu können wurde die 
bereits vorgestellte Technik der BN-PAGE angewendet. Abb. 3.21 A zeigt ein BN-
Polyacrylamidgel mit den GABAA-Untereinheiten. Die Radioaktivität wurde durch 
PhosphorImager-Analyse sichtbar gemacht. Vor der Denaturierung erscheint die GABAA-α1-
Untereinheit als hochmolekulares Aggregat. Nach Behandlung mit 0,1% SDS kann man eine 
Bande mit einer molekularen Masse von ca. 55 kDa erkennen, welche ein Monomer darstellt. 
Zwei weitere Banden mit einer molekularen Masse von je ca. 110 kDa und von ca. 172 kDa 
entsprechen somit einem GABAA-α1-Dimer und -Trimer. Ungleich der GlyR-α1-Untereinheit 
ist die GABAA-α1-Untereinheit nicht in der Lage, zu einem homomeren Pentamer zu 
assemblieren. Bei Koexpression der GABAA-α1-Untereinheit zusammen mit der GABAA-β2-
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Untereinheit lassen sich auf dem BN-Polyacrylamidgel und mit Hilfe der quantitativen 
Analyse durch den PhosphorImager (Abb. 3.21 B) in den Spuren 6 und 7 sowohl Rezeptor-
Pentamere als auch höhermolekulare Rezeptorkomplexe erkennen. Nach Denaturierung mit 
0,1% SDS sind scharfe Banden von Rezeptor-Pentameren, Tetrameren, Trimeren, Dimeren 
und Monomeren voneinander differenzierbar.  
Die Koexpression der drei GABAA-Untereinheiten α1, β2 und γ2 war in diesen Versuchen 
nicht möglich. Die GABAA-γ2-Untereinheit lies sich aufgrund seiner zu geringen Expression 
weder alleine noch zusammen mit den GABAA-Untereinheiten α1 und β2 darstellen. 
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Abb. 3.21: (A) BN-PAGE zur Darstellung des Oligomerzustandes der GABAA-
Untereinheiten α1, β2 und γ2. Mit cRNA (GABAA-α1-His-pNKS4, GABAA-β2-His-pNKS4, 
GABAA-γ2-His-pNKS4) injizierte Oozyten wurden über Nacht mit [35S]-Methionin markiert, 
daraufhin folgte eine 24stündige Chase-Phase. Anschließend wurden die Proteine aus einem 
Detergenzextrakt (1% Digitonin) der Zellen durch Ni2+-Chelatchromatografie gereinigt. Es 
erfolgte eine native Elution. Aliquote der Eluate wurden mit BN-Probenpuffer versetzt und 
entweder sofort aufgetragen oder zuvor unter Zusatz von SDS und DTT wie angegeben 1 h 
lang bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung erfolgte mittels BN-PAGE (4-20% Acrylamid). Die 
Abbildung zeigt das Ergebnis nach Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des 
PhosphorImagers. (B) Quantitative Darstellung der angegebenen Spuren der Abbildung 3.21 
A durch PhosphorImager-Analyse.  
 
3.4.2. Koexpression des GABAA-Rezeptors und Plic-1, Gephyrin bzw. 
GABARAP 
 
Bekanntermaßen bestehen Interaktionen zwischen dem transmembranären GABAA-Rezeptor 
und zytoplasmatischen Proteinen wie zum Beispiel Plic-1, Gephyrin und GABARAP. 
Gephyrin ist unter anderem an der Verankerung transmembranärer Rezeptoren, zum Beispiel 
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des GlyRs (Kirsch and Betz, 1995) beteiligt. GABARAP wird eine Beteiligung beim 
intrazellulären „Trafficking“ zugeschrieben (Kittler et al., 2001). Plic-1 fördert die 
Oberflächenexpression des GABAA-Rezeptors (Bedford et al., 2001) und spielt 
möglicherweise eine Rolle bei der Inhibition der Poly-Ubiquitinierung von GABAA-
Rezeptoren. 
Um der Frage nachzugehen, ob die Interaktionen stabil genug sind, dass sich diese 
Proteine koisolieren lassen, wurden die cRNA ihrer Konstrukte in Xenopus-Oozyten 
exprimiert und die aufgereinigten Proteine mittels SDS-PAGE und Detektion der 
Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers dargestellt. Die GABAA-α1- und GABAA-β2-
Untereinheiten wurden zusammen mit Plic-1, Gephyrin und GABARAP in Xenopus-Oozyten 
exprimiert. In diesem Versuch besaß nur die GABAA-α1-Untereinheit eine 
Hexahistidylsequenz. Die GABAA-β2-Untereinheit sowie Plic-1, Gephyrin und GABARAP 
verfügten nicht über ein Hexahistidylmotiv. Plic-1 mit 67 kDa und GABARAP mit 17 kDa 
unterscheiden sich in ihrer molekularen Masse beide eindeutig von den GABAA-
Rezeptoruntereinheiten. Nach Koexpression erschienen zusätzlich zur GABAA-α1-
Untereinheit auf dem SDS-Polyacrylamidgel keine Plic-1-, Gephyrin- oder GABARAP-
spezifischen Banden (ohne Abb.).  
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Interaktion zwischen dem GABAA-Rezeptor und 
GABARAP über die γ2-Untereinheit vermittelt wird (Wang et al., 1999). Diese Untereinheit 
konnte in den Versuchen der vorliegenden Arbeit nicht dargestellt werden. Zusammen mit 
den GABAA-α1- und GABAA-β2-Untereinheiten konnte GABARAP nicht koisoliert werden. 
Plic-1 konnte in yeast-two-hybrid-Versuchen zusammen mit der GABAA-α1-Untereinheit 
isoliert werden (Bedford et al., 2001), aus Plic-1- und GABAA-α1-exprimierenden Oozyten 
konnte Plic-1 jedoch nicht koisoliert werden. Die Interaktion zwischen Plic-1 und der 
GABAA-α1-Untereinheit scheint somit nicht stabil genug zu sein, um diese beiden Proteine 
Ergebnisse 78
nach Expression in Xenopus-Oozyten koisolieren zu können. Gephyrin interagiert 
bekanntermaßen mit der GABAA-β3-Untereinheit, welche hier nicht untersucht wurde. Mit 
den hier exprimierten GABAA-Untereinheiten α1 und β2 konnte Gephyrin nicht koisoliert 
werden. Somit konnte keine direkte Interaktion in Form einer kovalenten Bindung zwischen 
den GABAA-Untereinheiten auf der einen Seite und den zytoplasmatischen Proteinen Plic-1, 
Gephyrin und GABARAP auf der anderen Seite nachgewiesen werden.  
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4. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die zu untersuchenden Proteine in Form von cRNA in 
Xenopus-Oozyten exprimiert und anschließend proteinchemisch untersucht. Xenopus-Oozyten 
sind aufgrund ihrer einfachen Gewinnung, ihrer Größe und Fähigkeit zur in vitro-Translation 
nicht nur ein sehr vorteilhaftes System für elektrophysiologische Messungen, sondern auch 
für proteinchemische Untersuchungen. Während der Oogenese reichern die Zellen große 
Mengen an Enzymen, Organellen und Speicherproteinen an, welche dann für ihre 
Embryonalentwicklung zur Verfügung stehen. Somit sind alle für die Proteinbiosynthese 
benötigten Faktoren reichlich vorhanden. Nach cRNA-Injektion können die entsprechenden 
Proteine problemlos synthetisiert werden. Durch vorherige in vitro-Polyadenylierung der 
cRNA kann deren Translationsrate darüber hinaus gesteigert werden. 
Die Proteine Parkin und Synphilin, denen eine wichtige Rolle im Rahmen der 
jugendlichen Form des Morbus Parkinson (ARJP) zugeordnet wird, wurden bezüglich ihrer 
Expression in Xenopus-Oozyten und ihrer Interaktion miteinander untersucht. Verschiedene 
Konstrukte dieser beiden Proteine konnten erfolgreich aus Xenopus-Oozyten isoliert und mit 
Hilfe der SDS-PAGE und Detektion der Radioaktivität durch den PhosphorImager dargestellt 
werden. Während Chung et al. die Koimmunopräzipitation von Synphilin mit Parkin (Chung 
et al., 2001) in HEK 293-Zellen zeigen konnten, war es in den Versuchen der vorliegenden 
Arbeit nicht möglich, eine Koisolierung von Parkin und Synphilin aus Xenopus-Oozyten zu 
dokumentieren. Ferner zeigten Chung et al. in ihrer Arbeit, dass Synphilin durch Parkin 
ubiquitiniert wird, was mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden 
konnte. Trotz Koexpression von Parkin und Synphilin bzw. Parkin, Synphilin und 
verschiedenen Formen von Ubiquitin (GST-Ubiquitin als rekombinantes Protein, His-
Ubiquitin als cRNA) konnten ubiquitinierte Formen von Synphilin nicht nachgewiesen 
werden. Die Parkin-Konstrukte C421A bzw. C431A, welche laut Chung et al. die Interaktion 
zwischen Parkin und Synphilin noch verstärken, wurden zusammen mit Synphilin exprimiert, 
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jedoch lies sich auch dann keine indirekte oder direkte Interaktion oder Modifikation der 
Expression von Synphilin beobachten. Die Ergebnisse von Chung et al. wurden durch die 
Verwendung von HEK 293-Zellen gewonnen. Im Gegensatz dazu beruhten die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit auf Versuchen mit Xenopus-Oozyten. Der Gebrauch eines anderen 
Zellsystems oder nicht ausreichende Stabilität der Proteine oder deren Interaktion in Xenopus-
Oozyten könnten Gründe dafür sein, dass Protein-Protein-Interaktionen von Parkin und 
Synphilin nicht dokumentiert werden konnten.  
In einigen Versuchen konnte Parkin-no-His zusätzlich zu Synphilin isoliert werden, 
wobei Kontrollversuche ergaben, dass diese Koisolation nicht auf eine Protein-Protein-
Interaktion zurückzuführen ist, sondern auf einer generellen Bindung von Parkin-no-His an 
die Ni2+-NTA-Agarose beruht. Die Isolierung von Parkin-no-His mittels Ni2+-
Chelatchromatografie lässt darauf schliessen, dass einige Aminosäuren der Proteinsequenz 
von Parkin sich in ihrer dreidimensionalen Struktur derart anordnen, dass eine 
Wechselwirkung mit den Ni2+-Ionen entsteht. Über diese Wechselwirkung wurde Parkin-no-
His vermutlich aufgereinigt und auf dem SDS-Gel sichtbar. Die Isolierung von Proteinen 
ohne Hexahistidylsequenz stellt ein generelles Problem der Untersuchungen von Protein-
Protein-Untersuchungen mittels Ni2+-Chelatchromatografie dar. 
Je nach Lokalisation des His-Tags (N-terminal oder C–terminal) ergab sich ein 
unterschiedliches Ausmaß an Expression der Parkin-Konstrukte. Diese Beobachtung, dass ein 
Protein je nach Lage der inserierten Hexahistidylsequenz verschieden stark exprimiert wird, 
kann bei einigen anderen Proteinen (zum Beispiel Gephyrin, GABARAP) ebenfalls gemacht 
werden. Zum einen könnten zelluläre Prozesse wie die Faltung eines Proteins durch die 
Lipiddoppelschicht der Plasmamembran durch die eingefügten Hexahistidylsequenzen gestört 
werden und somit zu einer geringen Expression eines Konstruktes führen. Zum anderen 
könnte die posttranslationale Modifikation eines Proteins durch die sechs Histidinreste und 
deren Position innerhalb des Proteins beeinflusst, das heißt gemindert oder verstärkt werden. 
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Es könnten auch Gründe sein, die bereits vor oder während der Translation zu finden sind. 
Beispielsweise würde der vorzeitige Syntheseabbruch eines Proteins mit C-terminaler 
Hexahistidylsequenz seine Aufreinigung durch Ni2+-Chelatchromatografie erheblich 
beeinträchtigen. Letzteres ist für die gezeigten Versuche unwahrscheinlich. Parkin-no-His 
erschien nach SDS-PAGE und Detektion der Radioaktivität mit Hilfe des PhosphorImagers 
nicht kleiner als der Volllängenklon. 
Zusammenfassend lässt sich zu den Versuchen mit Parkin und Synphilin sagen, dass sie 
nach Klonierung erfolgreich in Xenopus-Oozyten exprimiert wurden. Darüber hinaus konnte 
eine Potein-Protein-Interaktion zwischen Parkin und Synphilin nicht beobachtet werden. 
Neben den Proteinen Parkin und Synphilin wurden Untereinheiten des GlyRs und 
GABAA-Rezeptors untersucht. Die GABAA-α1- und GABAA-β2-Untereinheit wurden nach 
Expression erfolgreich aus Xenopus-Oozyten isoliert und mit Hilfe der SDS-PAGE und 
Detektion der Radioaktivität durch den PhosphorImager dargestellt. Die GABAA-γ2-
Untereinheit, welche unter anderem aufgrund ihrer Interaktion mit GABARAP (Wang et al., 
1999) und Plic-1 (Bedford et al., 2001) bekannt ist, konnte aufgrund ihrer zu geringen 
Expression nicht isoliert und proteinchemisch untersucht werden. Weitere 
Optimierungsversuche sind zur Untersuchung dieser Rezeptoruntereinheit erforderlich.  
Vermutlich setzen sich die meisten Rezeptoren aus GABAA-α1-, GABAA-β2- und 
GABAA-γ2-Untereinheiten zusammen (Macdonald and Olsen, 1994; Rabow, Russek, and 
Farb, 1995). In den Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte durch Verwendung der BN-
PAGE erfolgreich gezeigt werden, dass die GABAA-α1-Untereinheit in Xenopus-Oozyten 
homomere Trimere bildet. Zusammen assemblieren die GABAA-α1- und GABAA-β2-
Untereinheit zu heteromeren Pentameren.  
Green et al. konnten zeigen, dass als Voraussetzung für die korrekte Assemblierung des 
nAChR zu einem Pentamer erst Trimere aus α-, β- und γ-Untereinheiten gebildet werden 
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(Green and Claudio, 1993). In einzelnen Oligomerisierungsschritten werden bis zum 
Erreichen des vollständigen Rezeptors weitere Untereinheiten addiert. Der nAChR gehört zur 
gleichen Rezeptorfamilie wie der GABAA-Rezeptor. GABAA-α1-Homomerbildung könnte in 
ähnlicher Weise Voraussetzung für eine schrittweise, korrekte Rezeptorassemblierung bilden. 
In diesem Zusammenhang untersuchten Nicke et al. mit Hilfe der BN-PAGE die 
Assemblierung von nAChR-Untereinheiten in Xenopus-Oozyten (Nicke et al., 1999). In 
dieser Studie konnte eine Oligomerbildung verschiedener nAChR-Untereinheiten miteinander 
beobachtet werden ähnlich der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Oligomerbildung aus 
GABAA-α1- und GABAA-β2-Untereinheit. 
Klausberger et al. (Klausberger et al., 2001) konnten mit Hilfe von GABAA-α1-Chimeren 
eine Sequenz der GABAA-α1-Untereinheit identifizieren, über welche Interaktionen sowohl 
zwischen GABAA-α1-Untereinheiten als auch zwischen GABAA-α1- und GABAA-γ2-
Untereinheiten stattfinden. Aus diesen Beobachtungen ergibt sich die Frage, ob die GABAA-
α1-Trimer-Bildung der gezeigten Ergebnisse ebenfalls durch die von Klausberger et al. 
identifizierte Sequenz der GABAA-α1-Untereinheit vermittelt wird und welche weiteren 
Sequenzen für GABAA-Untereinheit-Interaktionen relevant sind. Es scheint in jedem Fall 
Sequenzen zu geben, welche über Interaktion mit verschiedenen GABAA-Untereinheiten die 
Assemblierung des heteromeren Rezeptors in vivo vermitteln. Weitere Untersuchungen sind 
notwendig, um Aufschluss bezüglich der eigentlichen Rezeptor-Assemblierung und der dazu 
führenden Mechanismen zu gewinnen. 
Die wohl interessantesten Beobachtungen der Versuche der vorliegenden Arbeit konnten 
im Bezug auf den Glyzinrezeptor und seine Interaktion mit Ubiquitin gemacht werden. Es 
konnten sowohl der dissoziierte als auch der assemblierte Zustand der GlyR-α1-Untereinheit 
durch Verwendung der SDS- bzw. der BN-PAGE erfolgreich dargestellt werden. Die GlyR-
α1-Untereinheit assembliert in Xenopus-Oozyten zu homomeren Pentameren. Diese 
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Ergebnisse stehen in Einklang mit den Resultaten von Büttner et al. (Büttner et al., 2001). 
Darüber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit die Bildung eines Dekamers beobachtet 
werden. Dieses setzt sich vermutlich aus zwei Pentameren zusammen. Insgesamt bildeten 
diese Ergebnisse die Grundlage für weiterführende Versuche bezüglich der Interaktion des 
GlyRs mit Ubiquitin.  
In der vorliegenden Arbeit wurde in Anlehnung an bereits bekannte Daten bezüglich 
Ubiquitin und dem GlyR die kovalente Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen sowie 
zwischen Ubiquitin und den GlyR-verwandten Membranproteinen GABAA- und dem 
nikotinischen Acetylcholinrezeptor untersucht.  
Nach Koexpression von His-Ubiquitin und GlyR-α1 konnte keine Adduktbildung 
beobachtet werden. Vermutlich ist die über die cRNA synthetisierte Menge an His-getaggtem 
Ubiquitin in Xenopus-Oozyten nicht ausreichend genug und verglichen mit dem endogenen 
Ubiquitinpool im Unterschuss. Konkurrenzverhalten von endogenem Ubiquitin mit His-
Ubiquitin könnte eine ausreichende Adduktbildung zwischen His-Ubiquitin und dem GlyR 
erschweren und somit die Aufreinigung einer signifikanten Adduktmenge mittels Ni2+-NTA-
Agarose verhindern. Dafür spricht, dass nach Verwendung von rekombinantem GST-
Ubiquitin, was in viel höheren Mengen in die Zellen injiziert wurde, eine kovalente 
Interaktion zwischen GlyR-α1 und Ubiquitin dargestellt werden konnte. Vermutlich konnte 
GST-Ubiquitin den endogenen Ubiquitinpool der Oozyten an Quantität überbieten. Durch 
Ubiquitin konnte zusätzlich zu dem ca. 86 kDa großen Addukt mit kovalent gebundenem 
GlyR der nicht-kovalent gebundene 48 kDa große GlyR isoliert werden. Dieser wird im 
späteren Verlauf diskutiert. 
Das Addukt enthielt den plasmamembranständigen GlyR, wie die Deglykosylierungs-
versuche bestätigten. Die kovalente Bindung wurde durch Lysinreste der zytoplasmatischen 
T3-T4-Schleife des GlyRs vermittelt. Dies konnte durch Versuche mit GlyR-α1-Konstrukten, 
die Lysin-Arginin-Austauschmutationen enthielten, dokumentiert werden. Die Versuche mit 
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den GlyR-Konstrukten mit Lysin-Arginin-Austauschmutationen zeigten darüber hinaus, dass 
nicht ein bestimmtes Lysin für die kovalente Bindung an Ubiquitin entscheidend ist, sondern 
dass die Lysinreste für die Adduktbildung untereinander austauschbar sind und sich identisch 
verhalten. Nur die Wahrscheinlichkeit der Interaktion nimmt mit sinkender Anzahl der 
Lysinreste ab.  
 Es konnten in den Versuchen der vorliegenden Arbeit stets nur Adduktbildungen aus 
einer GlyR-Untereinheit und einem Ubiquitinmolekül beobachtet werden. Hicke et al. zeigten 
in ihren Versuchen, dass Ubiquitin-Kettenlängen von ein oder zwei Ubiquitinmolekülen 
Protein-Internalisierung vermitteln (Hicke, 2001). Aus der Literatur ist bekannt, dass für 
effiziente Degradation durch das Proteasom Ubiquitin-Kettenlängen von mindestens vier 
Ubiquitinmolekülen erforderlich sind (Pickart, 2000). Das heißt, dass der in den gezeigten 
Versuchen detektierte monoubiquitinierte GlyR nicht für die Degradation durch das 
Proteasom, sondern für die Internalisierung von der Plasmamembran markiert war. Der 
internalisierte GlyR wird, wie Büttner et al. dokumentieren konnten, in ein 35 kDa und ein 13 
kDa großes Fragment prozessiert, bevor er das Lysosom erreicht. Im Lysosom findet die 
Proteolyse der GlyR-Fragmente statt. 
In den Versuchen zur Adduktbildung konnte stets nur eine geringe Menge an Addukt 
detektiert werden. Durch Verwendung von Lactazystin, NEM und Ubiquitin-Aldehyd wurde 
versucht, eine Blockade der Deubiquitinierung zu erreichen und somit die Adduktmenge zu 
erhöhen. Für Lactacystin gibt es zwar keine Belege, dass es auch in Xenopus-Oozyten das 
Proteasom blockiert. Die Wirkungslosigkeit sowohl von NEM als auch von Ubiquitin-
Aldehyd spricht jedoch gegen die Vorstellung, dass rasche Deubiquitinierung durch 
Hydrolasen die Ursache der beobachteten geringen Adduktmenge ist. Es ist bekannt, dass 
Oozyten über einen großen intrazellulären Pool an Membranproteinen verfügen, der in 
kontinuierlichem Austausch mit der Plasmamembran steht (Schmalzing et al., 1995). Daher 
scheint es wahrscheinlich, dass auch ein erheblicher Teil des GlyR-Pools intrazellulär in 
Diskussion 85
Vesikeln lokalisiert ist. Dieser intrazelluläre Anteil an GlyR ist der plasmamembranständigen 
Ubiquitinierung somit nicht zugängig. Die in den gezeigten Versuchen geringe Adduktmenge 
ist dem zu Folge nicht auf Deubiquitinierungsvorgänge zurückzuführen, sondern beruht auf 
der insgesamt geringen Menge der plasmamembranständigen GlyRs. 
Durch Analyse des GlyRs mit Hilfe der BN-PAGE konnte sein Assemblierungszustand, 
ein Pentamer, dargestellt werden. Jedoch war es nicht möglich, den Assemblierungszustand 
des Adduktes zu charakterisieren. Zum einen könnte die geringe Adduktmenge Grund dafür 
sein, dass der Assemblierungszustand des Adduktes nicht zu zeigen war. Zum anderen könnte 
der GST-Anteil des GST-Ubiquitin mit der Wanderung des Proteinkomplexes während der 
BN-PAGE interferieren.  
Durch Koexpression von Parkin und GlyR-α1 konnte keine Verstärkung der 
Ubiquitinierung gezeigt werden. Die gezeigten Versuche ermöglichen somit keine Aussage 
über eine Interaktion zwischen der GlyR-α1-Untereinheit und Parkin. Da das 
Kontrollexperiment zwischen Parkin und Synphilin jedoch negativ ausgefallen ist, kann eine 
Interaktion zwischen Parkin und der GlyR-α1-Untereinheit auch nicht sicher ausgeschlossen 
werden.  
Durch Versuche mit anderen Rezeptoren der Superfamilie der ligandengesteuerten 
Ionenkanäle konnte gezeigt werden, dass Ubiquitin über nicht-kovalente Wechselwirkungen 
neben dem GlyR auch mit anderen Membranproteinen interagiert. Eine Adduktbildung 
konnte jedoch in keinem Ergebnis außer mit der GlyR−α1-Untereinheit beobachtet werden. 
Dies belegt eindeutig, dass Ubiquitin und die GlyR-α1-Untereinheit über Lysinreste der 
zytoplasmatischen Schleife eine spezifische Bindung miteinander eingehen.  
Der zusätzlich isolierte nicht-kovalent gebundene GlyR war nicht plasmamembran- 
sondern ER-ständig, wie ebenfalls aus Deglykosylierungsversuchen hervorging. Die nicht-
kovalente Interaktion von Ubiquitin mit Membranproteinen konnte neben dem GlyR auch mit 
den Rezeptoruntereinheiten GABAA-α1, GABAA-β2 und α7-nAChR beobachtet werden. 
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Zytosolische Proteine wie Parkin und Synphilin konnten dagegen nicht mit Ubiquitin isoliert 
werden. Es stellte sich die Frage, warum Ubiquitin nicht-kovalent mit Membranproteinen, 
nicht aber mit zytosolischen Proteinen interagiert und was diese beiden Proteinarten 
voneinander unterscheidet.  
Membranproteine wie der in der vorliegenden Arbeit untersuchte GlyR unterscheiden 
sich von zytosolischen Proteinen wie Parkin und Synphilin dadurch, dass ihre 
Proteinbiosynthese am Endoplasmatischen Reticulum lokalisiert ist. Die Biosynthese des 
GlyRs beginnt zunächst wie bei allen anderen Proteinen (zytosolische oder Membranproteine) 
an Ribosomen, welche im Cytosol lokalisiert sind. Eine N-terminal gelegene Signalsequenz 
des Proteins wird von einem Ribonucleoprotein-Partikel gebunden, das als SRP (engl. Signal 
recognition particle) (Löffler, 2000) bezeichnet wird. Diese Bindung führt zu einem 
Translations-Stopp. Ein auf der Oberfläche des Endoplasmatischen Reticulums lokalisierte 
SRP-Rezeptor bindet das SRP-beladene Ribosom. Eine weitere Interaktion mit einem als 
Translokon bezeichneten Membranprotein des ERs bewirkt die Bildung eines Kanals. Durch 
diesen Kanal wird nun die Synthese des GlyRs oder eines anderen Membranproteins in das 
ER fortgesetzt und abgeschlossen. Der GlyR gelangt nach seiner vollständigen Synthese vom 
ER aus über Vesikeltransport zu seiner Bestimmungsstelle.  
Eine Erklärung dafür, dass Ubiquitin nicht-kovalent ER-ständige Membran-proteine 
bindet könnte die sein, dass das ER ein Mittlerprotein aufweist. Ein solches akzessorisches 
Protein, welches sowohl mit Ubiquitin als auch mit den Membranproteinen des ERs 
interagiert, könnte zum Beispiel ein hypothetischer ER-ständiger Ubiquitin-Rezeptor sein. Für 
das Vorkommen eines akzessorischen Proteins spricht auch die Beobachtung, dass die 
Ectodomäne des GlyRs, die sich nach Proteinbiosynthese komplett innerhalb des ERs 
befindet, in den Versuchen der vorliegenden Arbeit nicht-kovalent an GST-Ubiquitin 
gebunden mit diesem koisoliert werden konnte.  
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Im Zusammenhang mit der Hypothese, dass ein ER-ständiges akzessorisches Protein die 
nicht-kovalente Interaktion zwischen Ubiquitin und dem GlyR vermitteln könnte, ist die von 
Kostova et al. beschriebene ER-assoziierte Degradation (ERAD) von Interesse (Kostova and 
Wolf, 2003). Um eine optimale Zellfunktion zu gewähren und damit das Überleben der Zelle 
zu sichern, werden neu synthetisierte Proteine im ER einer Qualitätskontrolle unterzogen. 
Dabei werden fehlsynthetisierte oder missgefaltete Proteine durch einen ER-lokalisierten 
Ubiquitin-Zyklus markiert und konsekutiv durch das Proteasom eliminiert. Als Teil dieses 
Zyklus ist neben anderen Proteinen die E3-Ubiquitin-Ligase Hrd1p/Der3p bekannt, ein ER-
ständiges Membranprotein (Bays et al., 2001). Es sind demzufolge ER-assozierte Proteine 
bekannt, die mit Ubiquitin interagieren bzw. Ubiquitin an seine ER-ständigen Zielproteine 
konjugieren. Ähnlich dem von Kostova et al. beschriebenen Mechanismus der kovalenten 
Bindung von Ubiquitin an Proteine des ERs könnten weitere Proteine existieren, welche eine 
nicht-kovalente Interaktion mit ER-ständigen Proteinen vermitteln, wie sie in den Versuchen 
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. Der Klärung dieser Frage wird es weiterer 
Untersuchungen bedürfen. 
Der GABAA-Rezeptor, der GlyR und Ubiquitin stehen durch deren Mitbeteiligung an 
entscheidenden zerebralen Prozessen wie der physiologischen Synaptogenese auf der einen 
Seite und der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen auf der anderen Seite in einem 
wichtigen Zusammenhang. Weitere Untersuchungen dieser in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Proteine auf der zellulären Ebene werden Aufschluss geben können über 
Physiologie und Pathophysiologie zerebraler Prozesse und eine Grundlage bilden für die 
Weiterentwicklung von Medikamenten zur Behandlung von weitverbreiteten Erkrankungen 
wie dem Morbus Parkinson und der Alzheimer-Erkrankung. 
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5. Zusammenfassung 
 
Die Aminosäure Glyzin ist neben der γ-Aminobuttersäure (GABA) einer der wichtigsten 
inhibitorischen Neurotransmitter des Zentralnervensystems. Der Glyzin-Rezeptor (GlyR) 
gehört wie der GABAA-Rezeptor (GABAAR) und der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor 
(nAChR) zur Superfamilie der nikotinischen ligandengesteuerten Ionenkanäle, die auch unter 
dem Begriff der „Cys-loop“-Rezeptoren zusammengefasst werden. In der vorliegenden Arbeit 
wurde untersucht, ob Cys-loop-Rezeptoren durch Ubiquitinierung modifiziert werden können. 
Ubiquitin ist ein kleines intrazelluläres Protein, welches zelluläre Proteine nicht nur für den 
proteolytischen Abbau durch das Proteasom, sondern auch für die endozytotische Entfernung 
aus der Plasmamembran markieren kann. In diesem Zusammenhang wurde auch untersucht, 
ob die E3-Ligase Parkin eine solche Ubiquitinierung vermitteln kann. 
Für die Klärung dieser Fragen wurden cDNA-Konstrukte der folgenden Proteine in einen 
für die Oozyten-Expression geeigneten Vektor umkloniert: Parkin, Synphilin, GABAA-α1-, 
GABAA-β2- und GABAA-γ2-Untereinheit sowie für weiterführende Untersuchungen Plic-1 
und GABARAP. Ein Teil dieser Konstrukte wurde mit Codons für eine Hexahistidylsequenz 
versehen. Als zelluläres Expressionssystem wurden Xenopus-Oozyten verwendet, in welchen 
die Konstrukte mittels cRNA-Injektion exprimiert wurden. Während der Biosynthese wurden 
die Proteine mit L-[35S]-Methionin metabolisch markiert. Hexahistidylmarkierte Proteine 
wurden über Ni2+-NTA-Agarose, GST-Fusionsproteine über GSH-Sepharose aufgereinigt. 
Die aufgereinigten Proteine wurden mittels SDS-PAGE, SDS-Tricin-PAGE oder Blauer-
nativer-PAGE aufgetrennt und anschließend durch Detektion der Radioaktivität mit Hilfe 
eines PhosphorImagers dargestellt. 
 Die Blaue-native-PAGE-Analyse ergab, dass die alleine exprimierte und unter nativen 
Bedingungen aufgereinigte GABAA-α1-Untereinheit in der Zelle in Form von Homotrimern 
vorliegt und nicht in der Lage ist, die für Cys-loop-Rezeptoren typische pentamere 
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Assemblierungsstufe zu erreichen. Koexpression mit der GABAA-β2-Untereinheit führte 
dagegen zu α1/β2-Heteropentameren, d.h. der für funktionelle Cys-loop-Rezeptoren typischen 
pentameren Architektur. Dieses Assemblierungsverhalten spiegelt das aus 
elektrophysiologischen Untersuchungen bekannten Phänomen wieder, dass GABAA-α1-
Untereinheiten für sich alleine nicht in der Lage sind, funktionelle homomere Rezeptoren 
auszubilden. 
Im Gegensatz zur GABAA-α1-Untereinheit konnte die GlyR-α1-Untereinheit auch bei 
alleiniger Expression zu Homopentameren assemblieren. Um eine mögliche Ubiquitinierung 
nachzuweisen, wurde GST-Ubiquitin in Xenopus-Oozyten vorinjiziert und anschießend der 
jeweils gewünschte Cys-Loop-Rezeptor durch cRNA-Injektion exprimiert. Nach 
[35S]Methionin-Markierung wurde GST-Ubiquitin samt assoziierter Proteine über GSH-
Affinitätschromatografie aus den Xenopus-Oozyten isoliert und auf einem SDS-PAGE-Gel 
analysiert. Eine Bildung eines kovalenten Adduktes zwischen Rezeptor und GST-Ubiquitin 
wurde für den α1-GlyR, nicht aber für andere Cys-Loop-Rezeptoren (α1/ß2-GABAAR, α7-
nAChR) gefunden. Eine α1-GlyR-Mutante, bei der sämtliche intrazellulär lokalisierten 
Lysinreste durch Arginine ersetzt worden waren, wurde ebenfalls nicht ubiquitiniert. Dieser 
Befund belegt eindeutig, dass Ubiquitin kovalent an Lysinreste auf der großen 
zytoplasmatischen Schleife zwischen den Transmembrandomänen TM3 und TM4 der GlyR 
α1-Untereinheit gebunden wird. Die zusätzliche Expression von Parkin, einer Ubiquitin-E3-
Ligase, resultierte in keiner verstärkte Ubiquitinierung des α1-GlyRs, ergab jedoch Hinweise 
auf eine physische Interaktion zwischen α1-GlyR und Parkin. Dagegen konnte die 
Beobachtungen von Chung et al. (Nature Medicine 7, 1108-09, 2001) bezüglich einer 
Interaktion von Parkin und Synphilin nicht bestätigt werden.  
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